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RESUMO
TESE DE DOUTORADO

Lilian Goncgalves dos Reis Bastos

A radioterapia constitui uma das principais tera@djuvantes para o tratamento de cancer
colorretal em pacientes com estadiamento avan¢zém, o esquema de fracionamento de
doses pode permitir a repopulacdo de células tum@@breviventes ao tratamento e o
reaparecimento do tumor, a progressao tumoral eoaéncia de metastases tardias. Neste
estudo, foram analisados os efeitos transgenewsiorduzidos pela radioterapia na progénie
derivadas de células de cancer colorretal sobretggeao tratamento e avaliado o quanto a
radiacdo poderia induzir um fendtipo mais agressmssas progénies. Os resultados
mostraram que essas células apresentam uma raditdneia diferencial entre si, e que as
células mais radiorresistentes formam progénies eomento da expressdo da proteina
survivina, aquisicao de uma morfologia aberranéspdyanizacéo das juncgdes celulares e do
citoesqueleto de actina. Também foi observadoagpeogénie derivada de células HT-29
sobreviventes a radiacdo apresentam um aumentoot@mgml migratorio invasivo, bem
como um aumento da atividade de TCF-LEF, seguidoadmento da expressao de
marcadores mesenquimais e reducdo de E-caderineimAgomponentes da via de
sinalizacdo Wnf-catenina podem constituir importantes alvos paowos esquemas
terapéutico em combinacdo com a radioterapia, conmtwito de reduzir o potencial
migratorio e invasivo das células remanescenteésatamento com radiacao. Adicionalmente,
essas progénies mais invasivas apresentaram ummtude perfil global déN-glicosilacéo,
bem como suas moléculas de E-caderina remanestgmeeglicosiladas. Portanto, alteracfes
no perfil de glicosilagdo podem ser importantes iffca6es pos-traducionais envolvidas no
processo de aquisicdo do fendtipo ENKE desenvolvido apdés o tratamento com
radioterapia. Juntos, esses resultados mostrarentéjulas que sobrevivem a radioterapia
podem dar origem a progénies com fenétipo HM&-que sdo altamente agressivas e
invasivas, as quais podem ser responsaveis pelgresg@io do cancer relacionada a
radiorresisténcia apos o tratamento com a radiacao.
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ABSTRACT

TESE DE DOUTORADO

Lilian Goncgalves dos Reis Bastos

Radiotherapy remains a major approach to adjuvaatapy for patients with advanced
colorectal cancer. However, radiotherapy fractimmatschedules frequently allow for the
repopulation of surviving tumors cells and tumocumence, neoplastic progression and
subsequent metastasis. In this study, we analyzedransgenerational effects induced by
radiation on the progeny derived from irradiatedepéal cells of colorectal cancer and
evaluated whether the radiation could increase rtfaignant features of radiotherapy-
survivors cells. Our results showed that theses abfiplayed a differential radioresistance and
that the most radioresistant progeny had a dirextelation with increased survivin
expression, acquisition of an aberrant morpholagdjgiurbance of the cell-cell adhesion
contacts and actin cytoskeleton disorganization.alge observed that the progeny that were
derived from irradiated HT-29 cells displayed arcr@ased migratory and invasiveness
potential as well as increased Whtatenin-dependent TCF/LEF activity followed by an
upregulation of mesenchymal markers and downreiguladf E-cadherin. Therefore, the
components of the Wifg/catenin cell signaling pathway may constitute intgat targets for
new adjuvant treatment schedules with radiotherayityp the goal of reducing the migratory
and invasive potential of the remaining cells aftadiotherapy. Additionally, the most
invasive progeny, F1 5Gy HT-29 also displayed dalincreased dfl-glycosylation partner,
with E-cadherin reminiscent hyper-glycosylated, waell. Indeed, alterations in N-
Glycosylation partner could be an important posdtational modification involved in the
acquisition of the EMTike phenotype development after therapy. In summassd results
showed that radiation survivor cells can generatielar progeny with EMTlike features that
are highly aggressive and that may be responsibie chncer progression related to
radioresistance after radiotherapy.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer colorretal: estimativas de incidéncia, ortalidade e sobrevida

O cancer é um dos principais problemas de satldleaino mundo, sendo a principal
causa de morte em paises economicamente desemgoblvid segunda causa em paises em
desenvolvimento (JEMAL et al., 2008). Mundialmemstima-se que ocorrerdo 20,3 milhdes
de novos casos de cancer em 2030 comparados c@hnmilBpes de casos estimados em
2008 e uma predicdo de 13,2 milhbes de mortes iagsscao cancer, o dobro quando
comparada com a predicao para 2008 que foi de ilh6es (FERLAY et al., 2010).

Dados epidemiologicos mostram que paises em dalsenento como o Brasil vém
sofrendo uma transicdo epidemioldgica, que consiateeducdo da incidéncia de doencas
infecto parasitarias e aumento da incidéncia denghse cronico degenerativas, reflexo do
aumento da expectativa de vida e do impacto positigs politicas de saude publica
(MCKEOWN, 2009; BRAY et al., 2012 ). Na ultima déeaa incidéncia de cancer no mundo
aumentou em 20%, sendo o0 aumento da expectativialaeo tabagismo, o sedentarismo e a
adocéao de dietas ricas em gorduras e produtostiradizaidos alguns fatores que pelo menos
em parte, explicam este aumento. Nos paises ecoawmrinte emergentes o aumento da
incidéncia poderia também ser explicado em patteguocdo deste estilo de vida (JEMAL et
al., 2011). Alguns tipos de cancer apresentam fmteelacdo positiva entre sua incidéncia e
o indice de Desenvolvimento Humano (IDH), como asocdo cancer colorretal (CCR), onde
40% da incidéncia mundial se da em paises comdaezH (BRAY et al., 2012). No Brasil,
as estimativas para o ano de 2014 apontam queeo®@0rb676.580 casos novos casos de
cancer (MINISTERIO DA SAUDE, 2013). Neste contextoCCR esta entre os tipos de
tumores mais comuns que afetam a populacéo brasibeinfigurando-se como o terceiro tipo
de cancer mais comum entre os homens e o segutrdcasrmulheres, seguindo desta forma
as tendéncias mundiais A Fig. 1 ilustra as taxatabrde incidéncia e localiza¢do primaria
dos tipos de cancer mais incidentes no Brasil, texpele ndo melanoma (FERLAY et al.,
2010; JEMAL et al., 2011; MINISTERIO DA SAUDE, 2013
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Figura 1: Taxas brutas de incidéncia de cancer, segdo localizacdes primarias estimadas para 2014 no
Brasil por sexq exceto pele ndo melanomaD céncer de Colon e Reto configura-se como orgkgtipo de

cancer mais incidente nas mulheres e o terceirhmmens. Adaptado de MINISTERIO DA SAUDE, 2013.

Os dados de incidéncia mundial sdo baseaddSU@BOCAN 2012estudo padrao
ouro de estimativas mundiais de incidéncia de camcanortalidade fornecidos pelo
International Agency for Research on Canfi&RC) e esta representado na Fig. 2. O indice
de mortalidade para o CCR configura-se em 8,5%e¢ndas as taxas de morte relacionadas
ao cancer no mundo (sendo mundialmente a quartar tesda de mortalidade por cancer)
sendo o cancer de pulmao, o que apresenta o mdice ide mortalidade mundial (18,2%)
(FERLAY et al., 2010). A sobrevida do paciente cGBR é em torno de 65% em paises
desenvolvidos e menos de 50% em paises em desieneote, sendo o0 estagio da doenca no
diagnostico o fator progndstico mais importante. €#ja, a sobrevida em 5 anos para
pacientes diagnosticados com doenca localizada acteeg90%; para pacientes com

estadiamento intermediario a sobrevida estimada 6986 e para pacientes detectados em

estagio avancado da doenca a sobrevida € de apE®#a$SIEGEL et al., 2012).
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Tipos de cancer mais Frequentes: Ambos os sexos
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Figura 2: Incidéncia e mortalidade dos tipos de cancer maisdquentes no mundo, em ambos 0S sexos.

Adaptada de Ferlast al, 2012.

1.2 Fatores de risco e tipos de manifestacao dancer colorretal

O CCR estéa associado a fatores de risco comorikistiamiliar, fatores ambientais,
uma dieta rica em gorduras e, doencas inflamatdaastestino como retrocolite ulcerativa e
doenca de Crohn. PredisposicBes genéticas ao adsemento de doengas crbnicas do
intestino como a Polipose Adenomatosa Familiar (FA® inglésFamilial Adenomatous
Polyposi3 e a Sindrome de Lynch ou cancer colorretal hgmedindo poliposo (HNPCC, do
inglés Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cangetambém séo fatores de risco. Outros
fatores de risco incluem habitos como o sedentarisnobesidade, o etilismo, tabagismo, e a
idade, ja que a incidéncia e a mortalidade aumedtaactordo com a senilidade. Estes fatores
sao relacionados a trés formas distintas de m#a{&s da doenca: esporadica, hereditaria e
familiar. O CCR esporadico representa aproximad#néso dos casos desse tipo de cancer

e é resultante da acdo cumulativa de fatores ataBemacometendo individuos acima de 50

anos (FEARON, 2011;MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

As formas herdadas representam apenas 5% dos easmsresultantes de mutacdes

na linhagem germinativa, com manifestacao fenaipiependente do gene especifico que é
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mutado, sendo as sindromes herdadas subdivididgmimosas e ndo poliposas. Dentre as
poliposas podemos destacar: a FAP classica (detetxzd00 adenomas ou mais) e a FAP
atenuada (10 a 100 adenomas) sendo responsavdi¥mos casos de CCR. Tais sindromes
sao associadas a uma mutacao germinativa doAje@éAdenomatous Poliposis Chlio que
induz a formacéo de pdlipos adenomatosos (Jaspetsah, 2010). Estudos recentes vém
mostrando outra sindrome semelhante a FAP atengadhgecida como MAP (polipose
associada MYH/ MUTYH), porém a diferenca é a haséecular (mutacédo emlUTYH ou
MYH, ndo em APC como na FAP). Tal gene codifica umeng de mesmo nome que
participa do reparo por excisdo de bases, e é campresenca de polipos hiperplasicos nessa
sindrome (MARKOWITZ; BERTAGNOLLI, 2009). A Sindromolipose Serratil (SPS, do
inglés Serrated Polyposis Syndrojné caracterizada pela presenca de mdultiplos mlipo
hiperplasicos e a base molecular se da via CIMP ifgtés Cp Glsland Methylator
Phenotypge mutacdo erBRAF(do inglésv-rafmurine sarcoma viral oncogene homolog B
Tais polipos ndo eram considerados neoplasicos,estaslos recentes mostram associagao
entre SPS e desenvolvimento de CCR (ROSTY €2Gil).

Em relacdo as sindromes nao poliposas, podemomcdesHNPCC, também
conhecido como sindrome de Lynch, que apresentainoitincia de 3% a 4% de todos o0s
CCR, cuja base molecular consiste na mutacdo Hagem germinativa em genes de reparo
de pareamento incorreto do DNA (MMR, do inglésmatch Repa); como o MSH2 e
MLH1 (90%), MSH6 (10%) e PMS2(raro). Embora Individuos acometidos por HNPCC
desenvolvam poucos polipos, estes sdo altamertepigis a progressdao maligna porque se
iniciam com muta¢ées em genedIR que, quando concomitantes com mutacoesAEX,
ocasionam rapida transformacdo atravées de um famdroenhecido como “tumorigénese
acelerada”, tornando o HNPCC uma sindrome relademm@aum alto indice (risco maior que
85%) de desenvolvimento de cancer em individuosnatidos (FODDE; BRABLETZ,
2007).

Estudos mostram que aproximadamente 30% de toslasasps de CCR possuem
algum componente hereditario, devido a ocorréneixcasos em membros familiares com
graus de parentesco de primeiro e segundo grauapass 5% dos casos enquadram-se
dentro das sindromes herdadas bem caracterizadwsomadas anteriormente, uma vez que
sdo associadas a heranca de mutacfes de altadpergete manifestacdes clinicas bem
conhecidas (FEARON, 2011). A etiologia dos 25%amsts ndo € completamente entendida

e teoricamente, sdo causadas por alteracdes genébeno polimorfismos em genes que
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regulam o metabolismo ou genes que sao reguladomfpoes ambientais (JASPERSON et
al., 2010; FEARON, 2011).

1.3 Bases moleculares do cancer colorretal

Em relacdo aos eventos moleculares, independenterde modelo de tumorigénese,
a maioria dos tumores humanos compartilha dois mnigo®s criticos em seu
desenvolvimento: A ativagcdo oncogénica, promovepduiferacdo e sobrevivéncia; e a
inativagdo ou desbalanco da expressdo de genesssam@s tumorais, que controlam
negativamente o desenvolvimento e 0 crescimento tdm®res. Os proto-oncogenes se
transformam em oncogenes através de multiplos nswas, como translocacdes
cromossoOmicas, alteracdo do niumero de copias @s gencromossomos, delecdes, insercdes
e mutacdes pontuais (VOGELSTEIN; KINZLER, 2004)teEativacdo oncogénica se da de
maneira dominante, onde a mutagdo de um aleloato-pncogene é suficiente para o ganho
de funcdo. Ja4 0s genes supressores tumorais, pselenmativados ou apresentarem sua
expressao reduzida através de mutacdes em seigueiaodificam residuos essenciais para
a sua atividade, mutac¢des que codificam uma peteiimcada ou por delecdes ou insergdes.
Postulava-se inicialmente, que a perda de func&ogdaes supressores tumorais ocorria de
modo recessivo, no qual seriam necessarios eventwacionais nos dois alelos, teoria
designada comotwo-hit hypotesis (KNUDSON, 1985). Porém, recentemente evidéncias
mostram que a inativacdo de alguns genes supredgsmnerais ndo € totalmente recessiva e
em determinadas situacdes, a presenca de apenakelonmutante pode conferir vantagem
seletiva ao longo do processo tumorigénico quandaparado a situacbes em que ambos 0s
alelos encontram-se mutados (BERGER et al., 204l&n destes mecanismos classicos,
podem ocorrer também alteracbes no nivel de eX¥jweskesses genes, através do
silenciamento por micro-RNAs e metilacdo, ndo resm@smente via eventos mutacionais
(TAY et al., 2011).

O CCR € uma doenca heterogénia em relacdo aoemanismo de desenvolvimento.
Existe uma controvérsia entre 0s pesquisadoresatjimiem a instabilidade genémica o
evento molecular base para a aquisicao de mutagssquentes, fendmeno conhecido como
fen6tipo mutador, e aqueles que a consideram umseqaéncia apos o acumulo de mutagdes
per se Embora néo esteja claro se a instabilidade ger@écausa ou consequéncia, o fato

que ela esta presente em diversos tumores e atm@emo, sS40 descritas pelo menos trés
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principais mecanismos relacionados ao CCR: a)tabitislade cromossémica (CIN, do Inglés
Chromosomal Instabilily b) a instabilidade de microssatélite (MIN ou M$8b inglés
Microsatellite Instability e,c) o fenotipo metilador de ilhotas CpG (CIMRBOLAND;
GOEL, 2010; PINO; CHUNG, 2010).

A CIN esta presente em 70 a 80% dos casos de Ce&Raeteriza-se por alteracdes
numéricas (aneuploidia) e anormalidades estrutumo perdas e ganhos de regides
cromossOmicas (principalmente nos bracos 5q, 8p, 47d 18q). Concomitante a presenca
deste tipo de instabilidade genbmica, observa-se acimulo de mutacbes em genes
supressores tumorais comddPC, TP53 e SMAD4£ oncogenes comBRAS, CTNNBle
PIK3CA presentes nessas mesmas regides cromossdmiadascanteriormente (PINO;
CHUNG, 2010). Porém, o quanto a CIN cria um amkeiapropriado para o acumulo dessas
mutacdes, ou vice-versa, permanece uma questaio esdarecida, uma vez que a propria
mutacdo em APC (presente em 70% de lesOes inid@isipo adenomas) interfere na
segregacao cromossOmica, favorecendo a CIN. Destaaf a aquisicdo de uma mutacao
ocorreria antes do estabelecimento da CIN (MORA&L.e2010).

A MIN tem sido caracterizada pela expansao ou agQétr de sequéncias repetitivas
presentes em regides do genoma conhecidas comassatélites. Tais regifes estdo sujeitas
a uma grande taxa de erros durante o process@liisagdo do DNA, os quais sao reparados
por enzimas codificadas pelos geMdglR. Dessa forma, a inativacdo desses genes, seja por
mutacfes ou silenciamento epigenético leva ao deseémento da MIN, ocasionando o
acumulo de mutacdes nos microssatélites (tantoegibas regulatérias como em regides
codificadoras) e gerando fendtipos hipermutaveisesentando altaMSI-High) ou baixa
instabilidade §MSI-Low) (POULOGIANNIS et al., 2010). Porém, de forma ingsante,
estudos mostram que individuos com CCR com MSI-t¢ssgmtam melhor prognéstico do
que aqueles sem MSI (JASPERSON et al., 2010). A MIN MSI é detectada em
aproximadamente 15% de todos os CCR, onde 3% saciados a sindrome de Lynch (via
mutacdo germinativa nos genes MMR) e os outros % CCR esporadicos (via
silenciamento epigenético ddLH1) (BOLAND;GOEL, 2010). Este tipo de instabilidade
implica na perda de mecanismos criticos para a teagdio da fidelidade genémica durante a
divisdo celular, induzindo assim resisténcia a tgE®apds danos no DNA e afetando genes
reguladores do crescimento, sendo frequentementontadas mutacdes ermMmGF-
RAI,;PIK3CA, IGF2Re E2F4(VILAR; GRUBER, 2010)
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A CIMP é caracterizada pela hipermetilacdo de abd€pG (regides ricas em bases
nitrogenadas citosina e guanina) e é responsaviel PESI em tumores colorretais
esporadicos, através da metilacdo da regido proendim geneMLH1. Essas ilhotas estdo
presentes em aproximadamente 60-70% das regidesofm@s de genes e quando estdo
hipermetiladas induzem repressao génica, sendatdéteem 15% de todos os CCR, onde
3% associam-se a sindrome de Lynch e os outrosati2¥esporadicos (BOLAND; GOEL,
2010).Dessa forma, as alteracbes gendmicas causadagppmtessos descritos acima podem
levar a ativacado de oncogenes e/ou a inativac@ees supressores tumorais, resultando na
desregulacdo de diversos eventos celulares, comelesqrelacionados ao ciclo celular,
apoptose e senescéncia, permitindo uma expansdal de células mutantes, propagacao da
instabilidade genémica e induzindo a formacdo déds neoplasicas benignas ou malignas.
Dentre 0os genes mais alterados no CCR podemos en@ncbs genes supressores tumorais:
APC, TP53, SMAD2, TGFBRZis oncogeneXRAS, PIK3CA, TCF7L2, NRAS, BRAF e
CTNNBZ e os genes relacionados ao reparo do DMRAH1, MSH2, MSH: PMS2 (JASS,
2007; NETWORK, 2012).

Alteracdes emAPC sdo consideradas como evento inicial para formaeapolipos,
por favorecer a hiperproliferacdo celular. Taisigmd podem progredir para um tumor
maligno, sendo a base do modeloultistep” da carcinogénese proposto por Fearon &
Vogelstein em 1990. Este modelo baseia-se na ilidtade gendmica e consiste na sequéncia
adenoma-carcinoma, enfatizando a presenca dos opélgmlenomatosos como leséo
precussora, iniciados pela ativacéo aberrantealARCf-catenina, seguida por mutacdes em
RAS/RAFe perda de p53 em estagios tardios. Tais altesagéaéticas se refletem em
alteracdes histopatoldgicas sequenciais: transfgimao epitélio normal em um epitélio
adenomatoso intermediario e posteriormente tarégte para um adenocarcinoma e
finalmente o desenvolvimento de um carcinoma. Emleste seja um modelo elegante da
progressdao do CCR de origem poliposa, e de sumariamzia para o entendimento de
mecanismos e vias de sinalizacao envolvidos eno®utippos de cancer, 30% dos CCR nao
seguem este modelo (BOLAND;GOEL, 2010). Porém, gontante mencionar que a maioria
dos casos de CCR é derivada de lesbes benigndenenado pelo fato de que a deteccéo
precoce e retirada dos poélipos previnem o desemehto do tumor (Ewing et al., 2014).
Sendo assim, a sequéncia adenoma-carcinoma tenresidada e a Fig. 4 ilustra os trés
mecanismos distintos envolvidos no desenvolvimenpoogressado do CCR: a via tradicional

(CIN), a via alternativa (MIN) e a via dos polipeerateis (CIMP).
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Figura 3: Modelos da sequéncia adenoma-carcinoma e@CR. Mecanismos atuais envolvidos no
desenvolvimento e progressado do cancer colortetah, como as caracteristicas gerais das leséesspogas

e dos carcinomas: Via da instabilidade cromosso(@itid); a via da instabilidade de microssatélitd \iVle

a via dos pdélipos serrateis (CIMP). Adaptado de RBSWAMY; RAO, 2008; AHNEN, 2011; PANCIONE

etal., 2012)
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1.4 Epitélio intestinal e homeostase

O intestino é anatomicamente dividido em intestietgado (que € subdividido em
duodeno, jejuno e ileo) e o intestino grosso (falonaelo céco, célon, sigmoide, reto e anus).
O ldmen intestinal é revestido por um epitélio ndlico, formado por populagbes
heterogéneas de células colunares (ou cilindrigasyganizacdo modular de todo o epitélio
intestinal é caracterizada pela presenca de inaages epiteliais para dentro do tecido
conectivo, formando unidades funcionais denominaltasriptas. Embora todas as células
absortivas apresentem microvilosidades, somentéestino delgado apresenta-se organizado
em criptas e vilosidades (projecdes para o intel@gocavidade luminal). No célon, observa-se
uma organizacdo em criptas e uma superficie lisaomtinua, com a presenca de
microvilosidades apenas na porcao apical das eétyla compdem o epitélio (VAN DER
FLIER et al., 2009). Existe uma compartimentalizadétinta ao longo da cripta (no caso
colon) ou ao longo do eixo cripta-vilus (no casoimestino delgado), sendo o terco inferior
composto por células de paneth (presentes somerntaastino delgado) e as células tronco
multipotentes, as quais realizam divisdo assingétree geram ceélulas progenitoras
amplificadoras transitérias que se localizam nazaemédio da cripta. Estas células
progenitoras entdo dao origem a células comproasetidm a diferenciacdo nos diversos
tipos celulares epiteliais: absortiva (enterdcitesgecretoriaglobete enteroenddcrina), que
diferenciam-se a medida que migram para o tercersupda cripta (PINTO;CLEVERS,
2005; FODDE; BRABLETZ, 2007 ). Devido ao continwgtresse fisico que ocorre no lumen
intestinal, a mucosa encontra-se em constante agioy sendo a cripta um compartimento
dindmico com um perfil diferenciado de expressaoiagé Assim, na regido mais basal da
cripta encontram-se células em atividade mitopcatanto indiferenciadas, e um processo de
migracdo e diferenciacdo ao longo da cripta, seguik parada do ciclo celular e apoptose
com intuito de renovacgédo total do epitélio, comsstiladas na Fig. 4. O epitélio intestinal
humano é totalmente renovado a cada cinco diasiosendrgdo mais auto-renovavel dos
mamiferos adultos (VAN DER FLIER et al., 2009).
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Figura 4: Perfil da compartimentalizacdo celular nacripta intestinal normal. Células normais presentes
na parte superior da cripta apresentam ativacadaderelacionadas com a parada do ciclo celularbécéo
da proliferacdo, enquanto o nicho de célula traqm@sentam vias de diferenciacéo inativadas. Adapde
(KOSINSKI et al., 2007; MEDEMA ;VERMEULEN, 201

A Fig. 4 ilustra também a compartimentalizacdocdpta, bem como as principais
vias de sinalizagdo que mantém a homeostase émsisA sinalizacaB8one Morphogenetic
Protein (BMP) atua na diferenciacédo intestinal (GIEPMANZN IJZENDOORN, 2009). A
via NOTCH direciona as células para a linhagemesécda do intestino (VAN;CLEVERS,
2005). Ja a via canodnicgingless(WNT) é a principal reguladora da expressdo géawa
longo da cripta e atua na manutengcdo da céluladramestinal e proliferacdo de células
progenitoras (MEDEMA;VERMEULEN, 2011). As célulasorico epiteliais intestinais
localizam-se num ambiente designado nicho de célokeco, no qual ha um contato direto

com os miofibroblastos sub-epiteliais que secreglioproteinas ligantes do receptor
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Frizzled Esta interacdo ligante-receptor ativa a via cam@NV/NT (Fig. 5), na qual §-
catenina, proteina da juncdo aderente, cumpre yrel gantral nesta via. Na auséncia de
ligantes, a via WNT esta inibida -acatenina citoplasmatica é direcionada para a dagé
via proteossoma, mediada por um complexo fosfaukesd composto pelas proteinas
Glycogen Synthase Kin&&€GSK3), Axina, APC eCasein Kinase (CKI). Porém, quando
proteinas WNT sollveis sdo secretadas pelas céusss associam aos receptorezzled
(Fz) eLow-density lipoprotein receptor-related protein@(LRP5/6), ocorre uma ativacéo da
via WNT, o que leva a dissociagéo do complexo deety, inibindo assim a degradacéofile
catenina citoplasmatica. Assim, esta proteina gmala no citoplasma, podendo se translocar
ao nucleo, onde associa-se ao fator transcricibiwall Factor- lymphoid enhancer factor
(TCF/LEF), o que induz a transcricdo de genes imlados com a proliferagdo celular e
evasao da apoptose (NIESSEN; GOTTARDI, 2008). Omadol nuclear dg3-catenina é
preferencialmente observado nas células da basecriass e esse acumulo diminui
gradativamente conforme as células se aproximamtam da cripta (NIESSEN;
GOTTARDI, 2008; ANASTAS; MOON, 2013).

De acordo com o descrito até o momento, existeomag vias consideradas essenciais
ao longo da tumorigénese e progressdao do CCR, foeatvadas por mecanismos
moleculares diversos, sugerindo uma convergénciairgdizacdo. Um exemplo classico é
justamente a via WNT, uma vez que ela € uma dasmé&s importantes na manutencéao da
homeostase intestinal. Esta via encontra-se aliezad 93 a 97% dos casos de CCR, sendo
observadas mutacoes e expressao alterada em diveesliadores da via, principalmente nos
genesAPC e CTNNB1(NETWORK, 2012). Esta via influencia na regulaca@opecatenina
citoplasmatica, e pode ser ativada tanto via ligmet seus receptores Fz ou independente de
ligante, como no caso de mutacdes em componedotesstreantda via como APC (mutado
em 60 a 80% dos casos de CCR) e o proprio gerfecdéenina. Alteracdes edPC sdo
consideradas como evento inicial para formacao @gpgs, por favorecer a proliferacao

celular.
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Figura 5: Via WNT canbnica. A) Na auséncia de estimulo ou mutacdes em comp@@atea, os niveis de
B-catenina citoplasmatica sdo mantidos através doplexo formado por APC/CKI/GSK3/axina, o qual
fosforila e direciong-catenina para degradacéo via proteossdd)aom a ativacdo da via/nt, (dependente
ou independente de ligante) o complexo APC/CKI/G@Kiaa,é inibido, impedindo qug-catenina seja
degradada. Assim, essa proteina acumula no citoplaspode ser translocada para o nicleo, ondesceias

a fatores transcricionais e induz a express&edes alvos. Adaptado de (CLEVERS ;NUSSE, 2012).

Além de vias de sinalizacdo que modulam a commpartializacdo diferenciada ao
longo da cripta, o bom funcionamento do epitélipedele da integridade e manutengédo do
complexo juncional apical, que forma barreiras galtdares ao longo do epitélio. Além
disso, as proteinas desse complexo podem desempanttauma funcéo estrutural, atuando
na manutencdo da arquitetura tecidual quanto emtevele sinalizacdo relacionados a
proliferagéo e migracéo (GIEPMANS; VAN IJZENDOOR2009).

1.5 Adesao celular

A integridade epitelial € mantida principalmentelag juncdes intercelulares,
constituidas pelas juncbagght (JT), juncdes aderentes (JA), desmossomos e jsincoe

comunicantes e pelo complexo de adeséo célulazn@trcomplexo juncional apical (CJA)
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compreende as JT e JA, formando dominios funciofipido-protéicos na membrana
plasmatica, gerando uma polaridade celular apiso-tateral que é de extrema importancia
na organogénese e na fisiologia dos tecidos epgeti endoteliais (NIESSEN; GOTTARDI,
2008; GIEPMANS; VAN IJZENDOORN, 2009). Basicamenss juncfedight sdo um
complexo protéico cujas proteinas transmembranaliclas, ocludina e JAM se ancoram ao
citoesqueleto de actina através de proteinas deadas ZO’s Zonula Occludens Ja as
juncdes aderentes que também sdo complexos pt@Eicnados neste caso por proteinas
transmembrana caderinas e nectinas que se ancoraitpoesqueleto de actina através das
proteinas cateninas e afadina sdo as principgimmeaveis pela adesao fisica entre células
adjacentes, participando também na manutencdo tiridamle celular e controle da
proliferacédo celular (WANG et al., 2011). Em gemllominio apical contém canais ibnicos,
transportadores e receptores de membrana; a platgial do dominio baso-lateral contém
proteinas envolvidas na adesdo as células vizi(fbawando as juncdesght, aderente e
desmossomos) e no processo de comunicacdo cétrraaqdo as juncdes tigmp), além de
receptores. A porcao basal contém proteinas emadvna adesdo célula-matriz, como as
integrinas, e sitios de ligacdo para constituidee$amina basal (MIYOSHI; TAKAI, 2008).

A Fig. 7 mostra a organizagdo e composi¢cao moleasda juncdes intercelulares e jungao

célula-matriz.
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Adaptado d¢(THIERY; SLEEMAN, 200¢).

As caderinas sdo subdivididas em seis familiadefo@as classicas do tipo | e II,
caderinas desmossomais, caderinas transmembraleasete passagens, grandes caderinas e
protocaderinas), sendo a do tipo | a principal gir@ transmembrana de células epiteliais
(STEMMLER, 2008). Possui cinco dominios extraceksaepetitivos (conhecidos como EC,
do inglésExtracellular Cadherih responsaveis pela ligagcdo homotipica célcio digae
com caderinas de células adjacentes; um dominianesnbranar (conhecido como JMD, do
inglés Juxtamembrane Domain) e um dominio citopd®m (CBD, do inglésCatenin
Binding Domainy o qual é responséavel pela ligacddg3-aatenina (POKUTTA; WEIS;
2007HARRIS; TEPASS, 2010). O complexo E-cadefiratenina co-localiza com
filamentos de actina em juncdes epiteliais apidarspando um anel circunferencial de actina

em torno da membrana lateral da célula.
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Nesse contexto, a desorganizagcao das jungbemseemmnstitui um do%hallmarks”
das células epiteliais sob transformacédo celulafie® observadas em lesGes precussoras e
lesGes tumorais, sendo a E-caderina consideradgroteina supressora tumoral. Alteracbes
na expressao e localizacdo da E-caderina estaciada® a tumorigénese e progressao
tumoral tanto em humanos quanto em modelos cetuaanimais. Mutacdes no gene da E-
caderina CDH1) sdo eventos raros, mas estao correlacionadosocdasenvolvimento de
alguns carcinomas (principalmente em casos heredit@le carcinoma gastrico difuso,
carcinoma de mama lobular e carcinoma hepatocglalara grande maioria dos casos as
alteragcbes mais comuns s&o aquelas relacionadas acoraducdo da expressdo ou
silenciamento génico (TSANOU et al., 2008). A esgB® anormal de E-caderina tem sido
reportada em lesbes pré-cancerosas, como no es@éadarrett, gastrite ativa tipo B, e
neoplasia intraepitelial cervical. Eventos epigmodt também estdo envolvidos na
diminuicdo da expressao da E-caderina durante grge®do tumoral em carcinomas de
mama, prostata e colorretal (JEANES et al., 200BANOU et al., 2008). Além disso,
alteracbes pos-traducionais como a glicosilacdoséims do dominio extracelular da E-
caderina, promovem uma instabilidade da adesacaitéar em células de cancer colorretal
(de FREITAS JUNIOR et al., 2011). Em amostras d&k@€mn sido observada uma redugao
da expressédo de E-caderina no tecido tumoral eacdel ao tecido adjacente e em
estadiamentos mais avancados (SCHUHMACHER et &;19EESSEN, GOTTARDI, 2008;
TSANOU et al., 2008). Uma importante consequénameibnal das alteracdes de expressao e
localizacdo da E-caderina € o aumentopdol citoplasmatico dg8-catenina (co-ativadora
transcricional da via WNT) que pode promover atma@berrante da via WNT candnica,
conforme mencionada anteriormente. Este evento moedribuir para carcinogénese e
metastase, atuando de duas formas: desregulanubi@id por contato e permitindo uma
hiperproliferacdo ou favorecendo o processo deanéy e invasao por reducao da adesao as
células vizinhas (FODDE; BRABLETZ, 2007). No entgnembora seja um consenso na
literatura a participacdo desta via e seus efetayesicio do processo tumorigénico, pouco se
sabe em relacéo a funcéo e localizacaf-datenina e sua influéncia ao longo da progressao
tumoral e na resposta a tratamentos. Além disteragbes da organizacao epitelial, no que
diz respeito a adeséao celular, sdo eventos impega® longo progressao tumoral, sendo a
principal caracteristica de eventos relacionadbsaasicdo Epitélio Mesenquimal.
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1.6 Mecanismos envolvidos na progresséo tumoral estastase

1.6.1 Transicao epitélio mesenquimal

A maioria dos tumores humanos é de origem epitadiaP0% das causas de
mortalidade por cancer séo atribuidas a metastas®) ao tumor primario do qual tais lesdes
malignas séo provenientes. Similar a outros timosahcer, o carcinoma colorretal apresenta
uma certa preferéncia de 6rgédo para formacdo dastase, sendo o figado envolvido em
70% dos casos de metastases provenientes de CE&yuddo 6rgdo alvo de metastase do
CCR é o pulmao, sendo responsavel por 20 a 30%dds as metastases distantes derivadas
deste tipo de cancer (SCHLUTER, K, 2006). A hahilied de metastizacdo esta associada a
diversos fatores, tais como: capacidade de invdgitecidos adjacentes; intravasamento;
sobrevivéncia na circulagdo sanguinea ou linfagg&ravasamento vascular e colonizacao de
orgaos secundarios (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Ds@s estudos mostram que a
progressao do cancer epitelial envolve a reducaexgeessdo de marcadores epiteliais e
aquisicao de uma morfologia mesenquimal, com rexizgado do citoesqueleto e aumento
das propriedades migratorias e invasivas. Taisaglbes sdo remanescentes da Transicdo
Epitélio Mesenquimal (EMT, do inglé&pithelial Mesenchymal Transitipnum processo
fisiologico que ocorre durante o desenvolvimentd®omario e no reparo tecidual, e que
pode ser reativado em processos patologicos confdbmgse e na progressdo de tumores
epiteliais (THIERY et al., 2009).

Por definicdo, a EMT é um processo dinamico daatfio fenotipica frequentemente
reversivel, no qual células epiteliais aderentesesgmtam reducdo da expressdo de
marcadores epiteliais (ex: E-caderina, ZO-1, claasli ocludinas e citoqueratinas em alguns
casos) e aumento de marcadores mesenquimais (cecadexina, vimentina e-actina de
musculo liso). A regulagdo da EMT se da tanto pecanismos ndo transcricionais (pequenos
RNAs néo codificantess(nall non-coding RNAssplicing alternativo e controles traducionais
e pos traducionais, os quais afetam a estabilidddealizacdo proteica) quanto por controle
transcricional, através da expresséo de fatordsadecricdo indutores de EMT (EMT-TFs)
como Snail (Snail), Snai2 (Slug), Twistl, Zebl p1SITAUBE et al., 2010; DE CRAENE;
BERX, 2013). Estes fatores de transcricdo ndo eststoitos a regulacdo de E-caderina e
outras proteinas do complexo juncional na EMT, taaghém estdo envolvidos na regulacao

da motilidade celular, proliferacdo, diferenciacéoapoptose (BARRALLO-GIMENO;
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NIETO, 2005; LAMOUILLE et al., 2014). Estudos m@str a importancia da ativagao de
Twist na aquisicdo de invasividade e reversdo dees®€ncia induzida por ativagao
oncogénica (WEINBERG, 2008), mostrando a importrdesse fator de transcricdo em
eventos pré-metastaticos precoces ao longo dagasiy tumoral e favorecendo o racional de
existéncia de metastase antes mesmo que o turacdetectavel ao diagnostico (COGHLIN;
MURRAY, 2010). Além disso, de forma interessantefuacdo desses EMT-TFs na
homeostase normal de células epiteliais difereasiaginda ndo é definida, embora estes
estejam presentes naturalmente em varios tipokoedudiferenciados ndo epiteliais normais,
como células hematopoiéticas, linfocitos e neud(E CRAENE; BERX, 2013).

E importante mencionar que a EMT atua tanto naesdo mesenquimal de células
epiteliais normais quanto tumorais, € no contes® reoplasias, o desenvolvimento de EMT
resulta na aquisicdo de caracteristicas biologmpas sdo associadas com aumento da
malignidade (THIERY et al., 2009). Além da EMT, @émcias sugerem que 0 processo de
transicdo mesénquimo-epitelial (MET, do ingMesenchymal-Epithelial Transitipninverso
a EMT, ocorra na formacéo tecidual ectopica duraniestalacdo da metastase, permitindo
que as células que sofreram EMT e realizaram iasa@awento e extravasamento, possam
aderir e proliferar nos sitios secundarios de nietagio (BRABLETZet al,2001). A Fig. 7
llustra as alteracbes celulares ocorridas durantpraxtesso da EMT e MET e sua

contextualizacdo na progressao tumoral e metéstase.
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Figura 7: Esquema ilustrando as altera¢cGes ocorridana EMT e MET e sua contextualizacdo na
progressdo tumoral. As células epiteliais perdem progressivamente wlaridade, os marcadores
epiteliais e ocorre um ganho de marcadores meseaggji bem como um aumento da expressao de
fatores transcricionais relacionados a EMT (EMTJTRs células adquirem um fenétipo mesenquimal,
se desprendem do epitélio e invadem a camada basdizam o intravasamento, extravasamento e
posteriormente desenvolvem a MET no sitio metastat\daptado de (CONDEELIS; SEGALL, 2003;
DE CRAENE; BERX, 2013)

Além de aumentar a capacidade invasiva e migeatéstudos recentes mostram o
envolvimento da EMT na manutencédo e desenvolvimdatoaracteristicaStem cell(SC),
atraves de evidéncias de interconversdo de umk @gitelial em uma SC apoés a ativacdo do
repertério génico de EMT, contribuindo diretametateto para a repopulacdo e manutencao
do tumor quanto para a sua heterogeneidade, o apmeteria também a aquisicdo de
habilidade metastatica e resisténcia a tratamébie<CRAENE; BERX, 2013). Tal evidéncia

também reforca a hipétese de que, células queraofr&EMT sdo capazes de formar
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metastase através do seu potencial invasivo adquipossuindovantagens seletivas de
sobrevivéncia ao microambiente adverso a qual étapaté que a metastase seja concluida.
Sendo assim, quando a célula chega ao 6rgdo apoteocial de auto-renovacao adquirido
(stemnesadquirida via EMT) € importante para permitir apid¢do ao novo microambiente,
proliferar e expandir-se até a formacéo de umastaté macroscoépica (TAUBE et al., 2010).
Apesar destas evidencias, nos ultimos anos o itord&® EMT tem recebido muitas
criticas. Alguns pesquisadores acreditam que a Edjh um artefato e um equivoco
patolégico, uma vez que em uma lamina, ou em tasnie biologia celular e molecular, o
gue € visto sdo "fotos" retiradas de um processcereamente dinamico e atribuem a
habilidade de formar metastases como intrinseceéhlgas tronco, e que todo o repertério
génico caracterizado na EMT, seria uma caractegiide células pluripotentes. Um exemplo é
a observacdo da expressdo de Snail e Slug em gecidonais, nos compartimentos
enriquecidos de célula tronco, como nos melanqgciékilas hematopoiéticas e em células
epiteliais do esbéfago, o que nao significa quesesttulas encontram-se em uma progressao
tumoral. Estudos sugerem que esses fatores decric@its sejam responsaveis pela
manutencdo da plasticidade das células tronco. ohsravérsias também sdo fomentadas
devido a dificuldade de se obter marcadores espeifle TEM, uma vez que o que ocorre
na realidade s&o gradientes de EMT, e somenteigg#nsin vitro conseguem reportar, até
0 momento, uma EMT completa (LEDFORD, 2011; TARtNile 2005).

1.6.2 Tipos de migracao celular

Devido a ampla heterogeneidade dos tumores sol@dsps mecanismos além da
EMT, podem estar relacionados a progressao tuneona¢tastase dos tumores epiteliais. A
EMT gera células com capacidade migratoria e inm2ado tipo mesenquimal, esmgle cell,
onde as células séo alongadas (formato fibrobtjstio processo invasivo requer altos niveis
de adesao célula- matriz e protedlise (FRIEDL; WORE10). Estudosn vitro e in vivo
mostram que as células infiltram-se pela matrididersas formas, via células individuais ou
por grupos de células, caracterizando a invasadetic@l Em principio, quanto menos
diferenciado o tumor, mais propenso a realizar ag&o viasingle cells Sendo assim, os
modos de migracao coexistem e inclusive séo capbzesalizar uma interconversao entre
eles dependendo do estimulo do microambiente. Aagég ameboide constitui-se outro tipo

de migracaosingle cell,onde as células sdo arredondadas e a invasdoe@deepe de
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contratilidade da actomiosina cortical e indepetelele metaloproteases e adesédo a matriz
(FRIEDL; WOLF, 2003). A expressdo de moléculas adielaadas ao modo de invaséo
mesenquimal e amebodides pode ser observadeonbinvasivo em modelos de carcinoma
mamario (WANG et al., 2004; VALASTYAN; WEINBERG, 2Q). Histopatologicamente, a
invasdo em amostras de pacientes € definida copnesanca de células isoladas, em grupos
compactados ou em grupos de células interconectpgwse organizam em filas no tecido
normal subadjacente ao tumor. Embora a maioriautosres de baixo estadiamento retenha
a adesdo celular e invadam em filas multicelulatesjores de estadiamento tardios
apresentam invasdo heterogénea, em forma de geehdares e algumas areas de invasao
emsingle cell Dessa forma, embora a invasao do spgle cellpossa aumentar a eficiéncia
metastatica, o desprendimento da massa tumorasaove intravasdo podem ser realizados
em grupos de células, como observado tanto em eaeade sangue quanto em tecidos de
pacientes (FRIEDL; WOLF, 2003; FRIEDL; WOLF, 20HQU et al., 2011). A maioria dos
tumores aparentemente invade em unidades mulacetutoesivas, mas é possivel que uma
célula "lider", localizada na zona ffont da invaséo coletiva possa sofrer EMT, com intuito
de direcionar o movimento da invasdo coletiva (FRIEWOLF, 2003; VALASTYAN;
WEINBERG, 2011; ALEXANDER; FRIEDL, 2012). A Fig. Bustra os tipos de migracéo

celular envolvidas na adesdo e metastase e susarésticas inerentes.
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Figura 8: Tipos de migragdo celular e suas caractisticas inerentes Estratégias de migragdo utilizadas
pelas células tumorais, suas caracteristicas osladas e suas possibilidades de interconversoeptddb de
(FRIEDL; WOLF, 2003; FRIEDL; WOLF, 2010)
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Embora os tipos de migracdo celular estejam semadi@ vez mais caracterizados
guanto ao seu perfil molecular e fenotipico, e pegsivel detectar tais células em amostras
de pacientes com cancer invasivo, pouco se sabe solinfluéncia dos tratamentos na
inducdo de migracéo e invasao ao longo da resiatérapéutica. Além disso, pouco se sabe
sobre a influéncia de modificagbes pés-traducior@imo a glicosilagdo, na modulagéo dos
processos relacionados a aquisicdo de um fenoétigeatdrio e invasivo em células que

sobrevivem ao tratamento com a radioterapia.

1.6.3 Glicanos e cancer

A glicosilacdo € a modificacdo poés-traducional snabmum e mais complexa
encontrada em proteinas de eucariotos e presumgaes@proximadamente cinquenta por
cento de todas as proteinas sejam glicosiladas @PER et al., 1999), sendo o produto
génico de 1% dos genes humanos envolvidos na gggutiesse processo (LOWE; MARTH,
2003). A (glicosilacdo envolve complexas reacOeslisatlas por glicosiltransferases e
glicosidades que se encontram ligadas a membraretidolo endoplasmatico e do complexo
de Golgi (DELL; MORRIS, 2001). Durante um longo ipelo, estudos no campo da
glicobiologia eram focados apenas na questdo esitue s6 recentemente que os trabalhos
passaram a investigar o papel funcional dos glgagerando um novo campo na ciéncia
denominado Glicébmica Funcional (ZHAO et al., 2008\¢ste contexto, alteracdes no perfil
de glicosilacdo contribuem para diferentes everdasprogressao tumoral, tais como:
proliferacdo, angiogénese, metastase, evasdo gdoappperda da adesdo célula-matriz e
também da adesé&o célula-célula, uma vez que asigicao influencia nas funcdes bioldgicas
de caderinas e integrinas (MARCUM; ROSENBERG, 198RANOVSKY et al., 2000;
NAGY et al., 2002; LAGANA et al., 2006; PINHO et,a2009a; CROCI et al., 2012). Sendo
assim, tanto alteragbes no perfil de glicosilagdantp na expressao génica de enzimas que
medeiam esse processo, como as glicosiltransfet@sesido relacionadas a tumorigénese e
a eventos relacionados a progressdo tumoral, como metastase e invasividade
(YAMAMOTO et al., 2000; FREDMAN et al., 2003; LAU DENNIS, 2008). No entanto,
apesar de existir uma enorme diversidade estrutdealglicanos, somente um grupo
relativamente pequeno de arranjos tem sido assoaiddmorigénese, como 0s pertencentes
ao grupo dosN-ligados. A N-glicosilacdo € a transferéncia de um oligosddea para

residuos do aminoacido asparagina (Asn), desde egtejam presentes na sequéncia
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especifica Asn-X-Ser/Thr (asparagina-qualquer aatitm exceto prolina-serina ou treonina)
de polipeptideos nascentes no reticulo endoplasm&im seguida, tal oligossacarideo sofre
novos processamentos e adicdo de novos acUcartesna@nal ndo redutor do glicano pela
acao de glicosiltransferases, formando trés esasiforincipais dél-glicanos: (i) As ricas em
manose, representando a fase inicial da sinteds-gleanos, antes da acdo de enzimas
manosidases; (i) as hibridas, representando aifésenediaria e apresentando estruturas
comuns as ricas em manose e complexas; (iii) @e@mplexas, que representam a fase tardia,
sendo mais comumente bi-antenadas e menos frequanmtte tri- ou tetra-antenadas
(BERTOZZI ; KIESSLING, 2001; MOREMEN et al.,, 2012\ Fig. 9 ilustra como os
glicanos regulam diferentes aspectos da progrdssdoral e as principais estruturas e

glicanos.
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© Manose (Man) [ N-acetilglucosamina (GIcNAc) @ Acido sialico (Neu5Ac)

Figura 9: Papel dos glicanos durante a progressaarmoral e os principais tipos deN-Glicanos. A: Duas
células metastaticas sao ilustradas e seis impestaamocessos para a progressdo tumoral séo ingdidad

Representacdo esquematica das estrutura-dgicanos. Adaptado de (POTAPENKO et al., 2013BHO
et al., 201C.

Neste sentido, uma vez que a estrutura destecgligmados é determinada pela acao

de glicosiltransferases e glicosidades — enzimascgtalisam a sintese e a quebra de ligacbes
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glicosidicas, respectivamente — alguns estudosd#&monstrado que alteracdes na expressao
destas enzimas podem modular também a adeséo-célula. Neste caso, duas enzimas
desempenham papéis antagonicosN-acetilglicosaminiltransferase Il (GnT-1ll) e H-
acetilglicosaminiltransferase V (GnT-V) (TANIGUCIdt al., 2006). Existe uma relacéo entre
a expressdo de GnT-lll e a adesdo célula-célulavelstmediada por E-caderina
(YOSHIMURA et al., 1996; IIJIMA et al., 2006; PINHé& al., 2009b), sugerindo um papel
supressor de GnT-Ill sobre o fendtipo maligno. Deauorma oposta, a glicosilagdo da E-
caderina catalizada pela GnT-V esta associada adestabilizacdo da adesao célula-célula
mediada pela E-caderina, contribuindo para a pssgeetumoral (PINHO et al., 2013b). Em
relacdo ao prognostico foi observado que a exprededGnT-V estava associada a uma
reducdo da sobrevida global em pacientes com CE&RS(Bt al., 2010). Além disso, estudos
anteriores e também do nosso Grupo vém mostrangl@ guibicdo de glicosilacas-ligada
induz tanto a radiossensibilizacdo de células tamoquanto inibicdo das sinalizagbes
resultantes de receptores tirosina-quinase, semdoalvo candidato para reversdo de
resisténcia adquirida a esta classe de inibiddC&SNTESSA et al., 2008; de-FREITAS-
JUNIOR et al., 2012; de-FREITAS-JUNIOR et al., 2D13

Embora a maioria dos estudos correlacione a esqoeslesses glicanos com a
tumorigénese e progressao tumoral, poucos estie@snpenham em avaliar a correlacao
entre expressdo e biossintese Niglicanos e mecanismos envolvidos na aquisicdo de

resisténcia terapéutica .

1.7 Tratamentos do cancer colorretal e resisténciarapéutica

1.7.1 Tratamentos

No CCR observa-se que em 72% dos casos o tumaoretem® colon e 28% o reto,
porém, estas duas manifestacfes da doenca satadgsoem conjunto (CENTELLES, 2012).
Ambos compartilham muitos aspectos como etiolatjegnostico, patologia e tratamento de
doenca metastatica, mas devido a questbes anafniaato o tratamento de doenca
localizada quanto as taxas de recorréncia difeignifisativamente entre si (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2011; LOPEZ-LARA ; DIEZHANDINO GARI@, 2011). Porém, um
estudo comparando 276 amostras de cancer de cén e tecido normal (THE CANCER
GENOME ATLAS NETWORK GENOTYPES-2012) mostrou porvelisas analises
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(sequenciamento e numero de cépias do DNA, peefiingtilacdo, mMRNA e RNAs nédo
codificantes) que os tumores de coélon e reto sdistinguiveis a nivel molecular. O
estadiamento é essencial para escolha do tratareeat@liacdo do progndéstico, sendo o
sistema mais utilizado o TNM (do ingléSumor—Node—Metasta3js o qual avalia
caracteristicas como extensdo e tamanho do tunmoéno, acometimento dos linfonodos
proximos a regido do tumor e a presenca de metd&E&SE ; COMPTON, 2010).

Durante muitos anos, a cirurgia consistia no Uniatamento para CCR avancado.
Devido as altas taxas de recorréncia, ao longoados foram incorporadas a radioterapia
(RT), a quimioterapia (QT) e as terapias alvo, @a@igipodem ser combinadas em doses e
ordem de tratamento, podendo ser neoadjuvante jouaae nos esquemas terapéuticos. A
quimioterapia € baseada ha décadas, na adminstrdgdanalogo de pirimidina 5-
Fluorouracila (5-FU), tornando-se aceitavel o uadldgorpirimidina oral Campecitabine (pro-
droga) devido a sua conveniéncia de administracdequvaléncia farmacologica. A
oxaliplatina (composto derivado de platina) e mdtecano (Inibidor de topoisomerasel)
também vém sendo utilizados em ensaios clinicos alguns esquemas terapéuticos, embora
seja conflitante o beneficio da adicdo desses medintos ao tratamento
(PRAMATEFTAKIS et al., 2012). Recentemente, a aiggmegulatéria americana (FDA do
inglés, Food and Drug Admnistration) aprovou pamgos e estadiamentos especificos de
CCR o0 uso de terapias alvos como anticorpos monaidanti-VEGF (Bevacizumab), anti-
EGFR (Cetuximab e Panitumab) e inibidores de qgesaxomo o Aflibercept e o
Regorafenib (inibidores multiquinases), embora aindo seja conclusivo o beneficio do
tratamento com essas novas drogas (BENSON etCdl3; ZAKIH, 2013; TEMRAZ et al.,
2014). No Brasjl a Portaria n° 601, de 26 de junho de 2012, que vapBs Diretrizes
Diagnosticas e Terapéuticas do Cancer de Coélont@ fi&® recomenda o0 uso de esquemas
contendo irinotecano, mitomicina C, bevacizumabetuximabe ou panitumumabe em
determinados estadiamentos por ndo haver demaoistds; vantagem clinica em termos de
ganho de sobrevida quando comparados aos trataneomtendo apenas fluoropirimidina.
Outros estudos também mostram um aumento da texieido tratamento e um ganho de
sobrevida considerado "modesto” para que justifequglizacdo de tais novos medicamentos.

Ja a radioterapia é uma modalidade terapéutitiaadia na clinica para o tratamento
de tumores desde 1897 (PRISE et al., 2005) e édewada terapia de primeira linha para
diversos tumores solidos, tanto com intencdo airgiara canceres primarios como paliativa

(YACOUB et al., 2006). Estudos mostram melhoresitados do esquema neoadjuvante em
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relacdo ao adjuvante,com reducdo da recidiva lopakém, sem nenhum aumento
significativo da sobrevida global (VONK ; HAZARDQ20; YORIO et al., 2012; GLYNNE-
JONES, 2012; PACH ET AL., 2012). Os protocolos deriroadjuvante consistem em doses
hiperfracionadas de 1,8 a 2,0 Gy durante 5 a 7 s&snau doses hipofracionadas de 5Gy
durante 5dias. Ambos os esquemas de fracionamewoingportantes para permitir o
reestabelecimento dos tecidos normais entre asigdes, porém, ndo sé as células do tecido
normal, mas também as células tumorais podem stabetecer e ocorrer uma repopulacéo
de células sobreviventes a radiacdo. Além dissotastases refratarias ocorrem
frequentemente apds a radioterapia (VAN DEN BRINKaé, 2004) e a literatura €
inconclusiva em relacao ao seu real valor nos esgsi¢erapéuticos (PACH et al., 2012).

Estudos mostram que a radiacdo induz a secreci@bodes de crescimento e citocinas
no microambiente irradiado, como EGF, T\RL1 (interleucinal), IL6 (interleucina 6) e
TGF. Além disso, sabe-se que as células ndo morrerdiataenente apds a exposicado a
radiacdo e as ceélulas sobreviventes continuam agitefo com esse microambiente
(BARCELLOS-HOFF et al., 2005; HAMADA et al., 200pdendo desenvolver respostas
radioadaptativas atraves da ativacdo de mecanidenasparo do DNA, sinalizacOes skeess
celular e ativagdo de vias de sobrevivéncia (AHMIED;2008). Porém, as caracteristicas
fenotipicas e o comportamento dessas células rememes e suas progénies é pouco
conhecida, uma vez que a grande maioria dos estadalksam as células diretamente
atingidas pela radiacdo e em tempos curtos, e denadguns deles que avaliam os efeitos
transgeneracionais desse tratamento. Estudos préwstraram que a radiacdo induz uma
desorganizacao dos contatos intercelulares emg@nsade cancer colorretal diretamente
atingidas pela radiagéo (de CARVALHO et al., 2006 como o desenvolvimento de EMT
em modelos de cancer de pulméao (JUNG et al., 2@0&n disso, estudos recentes reportam
que a EMT pode ser induzida por fatores de crestone citocinas envolvidas na progressao
do céancer, como o EGF, TNF-e TGFf, os mesmos induzidos pela radiagdo como
mencionado anteriormente (ANDARAWEWA et al., 2011;et al., 2012; ZHANG et al.,
2013).

1.7.2 Mecanismos de resisténcia terapéutica

Nos ultimos anos tém sido identificados inGmeroscamismos moleculares que

governam o desenvolvimento e progressdao dos tumpreporcionando a aprovacado de
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varios medicamentos para o tratamento de cancer nfedicamentos apresentam beneficios
clinicos plausiveis para sua utilizacdo, porém tasuezes esses beneficios levam apenas a
um aumento modesto da sobrevida dos pacientes (HtFH., 2006). Sendo assim, este
amplo entendimento da biologia tumoral ainda nasudiciente para o desenvolvimento de
terapias 100% eficientes e, infelizmente, a maidaa pacientes apresentam resisténcia em
algum momento ao longo do tratamento (WILSON et2009). A ineficiéncia de cura do
cancer € atribuida a capacidade de repopulacaoté&stame das células tumorais apds o
tratamento inicial, mesmo quando ndo ha nenhunh @gtectavel de doenca ao fim da terapia
(MORRISON et al., 2011).

O insucesso terapéutico pode ser devido a resiaténrinseca (através de mutacoes e
mecanismos epigenéticos pré-existentes no tumoryi@uesisténcia adquirida (seja por
mutacdo induzida ou alteracdo de expressao prptegja via epigenética ou ndo apos a
exposicdo ao tratamento), onde diversos mecaniestas relacionados com ambas as formas
de resisténcia. Dentre os mais estudados encosgaaueles relacionados ao metabolismo
da droga, incluindo a alteracdo da sua captac@oaleracdo de expressao de receptores,
transportadores e de proteinas da jurtigfiid, como as claudinas, alterando a entrada de 5-
FU, por exemplo, dentro das células) e aumentoeataxificacdo atraveés de alteracdes de
expressdo enzimatica do complexo citocromo P450zmas que neutralizam o stress
oxidativo causado pelos quimioterapicos ou radapter (ZAHREDDINE ; BORDEN, 2013).
Por outro lado, o aumento do efluxo de drogas se delo aumento da expressao de bombas
de efluxo pertencentes a familia ABC (do inghéiP Binding Membrane Transportera\s
principais sdo: a P-gP (produto do gene MDR1) nesg@eel por transportar agentes anti-
tumorais hidrofébicos; a Proteina 1 associada iatéesia multidrogas (MRP1), responsavel
pelo efluxo de drogas carregadas negativamentecpejagacdo com a GSH (glutationa); e a
MXR (também conhecida como proteina de resisté&wieancer de mama ou proteina ABC
da placenta), responsavel pela quimiorresisténadaversas drogas, inclusive inibidores de
topoisomerases 1 (GOTTESMAN et al., 2002).

Outro mecanismo importante envolvido na aquisigéoresisténcia terapéutica é o
aumento da expressao de membros da familia deimastanti-apoptoéticas (IAPs). Dentre
elas, a Survivina esta envolvida tanto na inibi¢ko apoptose quanto no controle da
progressao do ciclo celular e encontra-se expneasanaioria dos tumores e praticamente
ausente em tecidos normais. Sua expressao tamloémegacionda a resisténcia a diversos
tratamentos (ALTIERI, D, 2006).
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Vias oncogénicas também sao integradas com nesistéerapéutica e constituem
novos alvos terapéuticos, como é o caso do Imatinifjo alvo é a tirosina quinase
BCR/ABL; a via do EGFR, HER-2, dentre outras (Zakliee ; Borden, 2013). Outros
mecanismos envolvidos sdo a ativacdo de vias dee\seéncia, como PI3K e IGFR1;
aumento da capacidade de reparo do DNA; perdardidude p53; e desregulagdo das vias
apoptdticas, através do aumento da expressao de (Pinglésanti-apoptotic proteih e
reducdo de proteinas apoptoticas (MORRISON et28l11; WORKMAN et al., 2013;
YARDLEY, 2013). Modificagbes pos-traducionais deotpinas também vém sendo
relacionadas a mecanismos de resisténcia, comic&@ade 4cido sidlico na extremidade de
glicanos N-ligados (LEE et al., 2008).

Devido as caracteristicas inerentes ao processesténcia, estudos sugerem que a
origem da falha do tratamento sejamGasicer Stem cellenquanto outros sugerem que o
proprio tratamento exerca uma pressdo seletiva isooambiente, induzindo um fendtipo
secretério que ao longo do tratamento, ativam osamemos mencionados acima e até
mesmo, a EMT e caracteristicas de SC (ALEXANDERIBEDL, 2012).

1.8 Justificativa do estudo:

Embora muitos mecanismos de resisténcia ja tenh@m descritos e novos
medicamentos vem sendo desenvolvidos, poucos avamgotratamento do CCR foram
obtidos, sendo necessario a identificacdo de \tigadas pela radioterapia que modulam o
fendtipo celular em processos relacionados a répggo do tumor e aquisicdo de metéstase,
com intuito de fornecer potenciais alvos terap@stic

Sendo assim, a ocorréncia de metastase apoés aeragia; o fato de o sucesso
terapéutico ser desafiado pela capacidade de sobmeia e invasividade das células
remanescentes que nado sdo erradicadas pelo trabameenque nao € conhecido o
comportamento dessas células ap0s o tratamento aoradiacdo; torna-se de suma
importancia analisar os mecanismos celulares eaulal@s que regulam a sobrevivéncia das
progénies derivadas de células sobreviventes #anesmto com a radiacdo. Além disso, a
caracterizagao dessas subpopulagcdes pode auxlemtandimento do processo de aquisicdo
de resisténcia ao tratamento e propor novos ala@syitar o insucesso terapéutico do CCR.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar os efeitos induzidos pela radiacdo ganfay)5e avaliar o quanto tais efeitos
poderiam influenciar nas caracteristicas maligraprdgénie derivada de células de cancer
colorretal humano (Caco-2, HT-29 e HCT-116) irrdds, bem como avaliar o perfil de
glicosilacdo na progénie mais invasiva, F1 5Gy HT-2

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Analisar a radiossensibilidade das linhagatikzadas no estudo, bem como a

capacidade clonogénica das células sobreviventes;

2.2.2 Avaliar o fenétipo da progénie provenients daélulas irradiadas e suas alteracdes

morfoldgicas em relacdo a adesao celular e a aragdd do citoesqueleto;

2.2.3 Analisar o potencial migratério e invasivoplagénie derivada de células irradiadas;

2.2.4 Avaliar potenciais vias de sinalizacao rielagdas ao fenétipo adquirido,

2.2.5 Analisar o perfil de expressao génica relaua ao desenvolvimento de um fendtipo

mais agressivo.

2.2.6 Avaliar o perfil de glicosilacdo global dagénie mais invasiva, F1 HT-29

2.2.7 Avaliar o perfil de glicosilacdo da molécdlmE-caderina nas progénies F1 Controle e

F1 5Gy HT-29
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material

O anticorpo monoclonal mouse antHubulina foi adquirido da Invitrogen Inc. (Carlsha
CA, EUA). O anticorpo monoclonal mouse anti-E-cater(clone 36) foi adquirido da BD
Biosciences (San Diego, CA , EUA) . Os anticorpaisbitanti -p - catenina, p-GSKB(Ser-
9) (5B3), anti - GSKB monoclonal (27C10) e anti-GAPDH (14C10) foram addas da
Cell Signaling (Danvers , MA , EUA). O anticorpoblat anti-survivina foi adquirido da
R&D System (Minneapolis, MN, EUA). Anticorpo Alexduor ® 488 IgG-goat-anti-mouse e
Alexa Fluor ® 546 1gG-goat-anti-rabbit foram obtsdda Molecular Probes (Eugene, Oregon,
USA). Anti mouse e anti-rabbit 1IgG conjugado a HRRam adquiridos da GE Healthcare
(Chalfont St Giles , Reino Unido). O anticorpo molienal vimentina anti-mouse (clone V9),
Faloidina conjugada a rodamina isotiocianato (@951), anticorpo monoclonal anti-
vimentina conjugado a Cy3 (Cat. C9080) e 4 ' didtato de 6 - diamidino - 2 - fenilindole
(DAPI;) foram adquiridos da Sigma - Aldrich (St.uis, MO , EUA). As lectinas biotiniladas

Phaseolus vulgaris leucoagglutinfh-PHA) foram adquiridas da Vector LaboratorieslA

3.2 Cultura de células e tratamento com radiacao

Linhagens celulares de adenocarcinoma colorrearabho Caco-2 (HTB-37 TM) e HT - 29
(HTB-38 TM) e de carcinoma colorectal humano HCB-1CCL-247 TM) foram obtidas da
American Type Culture CollectiofATCC; Manassas, VA, EUA). As células Caco-2
apresentam mutacdo emPC, TP53e SMAD4 e possuem baixo potencial invasivo e
metastatico, com um fenotipo diferenciado quanadméon uma monocamada confluente. Ja
as células HT-29 sdo moderadamente diferenciadasputacdes elBRAF, PIK3CA, TP53,
SMAD4 e APC (ROWAN et al., 2000; FLATMARK et al., 2004). As oés HCT-116
apresentam mutacdes eiRAS, PIK3CAe B - catenina, senddP53 wild type com um
fendtipo indiferenciado e alto potencial tumoriggniAHMED et al.,, 2013). As células
foram cultivadas em meio DMEM (Dulbeco's Modifiedadie's Medium, GIBCO -
Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) suplementado com 10% soro fetal bovino (SFB),
penicilina G (100 mg/L) e estreptomicina (60 mgi&37 ° C em estufa com 5 % &€©5%

de Q. As células em subconfluéncia foram expostas aamta dose de radiacao (5Gy) a 25
° C utilizando um irradiador gama #&Cs (IBL 437C , CIS bio International) a uma taxa de

dose de 2,65 Gy / min. As células controle (n&adiadas) foram mantidas em meio DMEM
45



e as ceélulas irradiadas mantidas em confinamemtpacmesmo meio irradiado durante 24 h.
Apos este tempo, as células controle e irradiaatas tripsinizadas (com 0,05% de tripsina /
0,02% de EDTA diluidos em PBS); plaqueadas em ligxaidade e mantidas até a formacao
de col6nias progénies e entdo submetidas aos mgreans seguintes. A progénie derivada de
células nao irradiadas foram chamadas de " F1 Qehtre a progénie de células irradiadas
foram chamadas de "F1 5Gy". Para fins experimerdaisélulas foram mantidas em garrafas
de cultura, placas, laminulas de vidro ou em insede membrana de policarbonato
Transwell ® (poros de 8 um) (Costar Cambridge, Mé&yestidas com Matrigel ® (BD
Biosciences, San Diego, CA , EUA). O meio de DMEMqual as progénies de células HT-
29 irradiadas ou controles foram cultivadas foinshdo meio condicionado (MC).

3.3 Ensaio clonogénico

Progénies derivadas de células parentais irradiedamtroles (Caco-2, HT-29 e HCT-116)
foram cultivadas em densidade baixa (2,5 ¥ culas) em placas de 12 pocos, durante sete
dias, para determinar o efeito da irradiacdo sobpotencial clonogénico. Em seguida, as
colonias foram fixadas com etanol 100% (10 minytosjadas com uma solucao de cristal
violeta (0,05 % de cristal violeta e 20 % de etpdorante 10 min, lavadas com agua e em
seguida, o corante foi solubilizado em metanol 18%bsorbancia a 595 nm foi medida em
um espectrofotbmetro Spectra Max 190 (Moleculari@sy Sunny vale, CA, EUA), e as
barras dos graficos representadas como percentdgeformacéo de colonias a partir da
densidade 6ptica obtida, onde o controle = 100%loBaepresentativos de trés experimentos
independentes.

3.4 Atividade de caspase

A atividade de caspase foi monitorada nas progé&taasadas de células parentais irradiadas
e controles (Caco-2, HT-29 e HCT-116) usando oCkdtpase-Glo assay® 3/7 (Promega,
Madison, WI, EUA)de acordo as indica¢cGes do fabricante. A luminesaéoi mensurada
em um lumindmetroVeritas (Turner Biosystems, Inomi$/ vale, CA, EUA). Os dados foram
plotados como o indice de ativacdo caspase 3,3@ylF1 Controle).

3.5 Obtencéo de lisados celulareslenmunoblotting
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As progénies de células parentais irradiadas &rates (Caco-2, HT-29 e HCT-116) foram
homogeneizadas em tampéo de lise (1 % Triton X-0&% deoxicolato de sédio, 0,2 %
SDS, NaCl 150 mM , EDTA a 2 mM , Hepes 10 mM, pH)7contendo NaF 20 mM,
ortovanadato de sodio 1 mM e coquetel de inibiddeeprotease (1:100) (Sigma Aldrich, St
Louis, MO, EUA) durante 30 min a 4°C. Os lisadoduleges foram submetidos a
centrifugacdo (10.000 g/10 min; 4°C) e os sobrem@darecolhidos e armazenados a -80°C
para analise subsequente. Quantidades iguais teEnaq30ug/uL) provenientes dos lisados
celulares foram separadas por SDS-PAGE em géislgeiplamida (10% e 13 %). Apos a
eletroforese, as proteinas foram transferidas pemmbranas de nitrocelulose, incubadas em
tampéao de bloqueio (5% de leite desnatado em swldedl BS-Tween 0,1%durante 1 h. Em
seguida, foram incubadasernightcom anticorpos primarios anti-E-caderina (1:500én0tj-
B-catenina (1:4000), anti-vimentina (1:1000), angfo-GSK3P (1:1000), anti-GSKR total
(1:1000) e anti-survivina (1:1000). Apés sucesslagagens , as membranas foram incubadas
por 1 h com anticorpos secundario correspondeatdgsinouseou antirabbit conjugados a
peroxidase, na diluicdo de 1:10000 em TBS-T0,0186, G0 min. As membranas foram
lavadas com TBS-T 0,1%, e a deteccdo da imunon@odag realizada através de reacéo de
guimioluminescéncia, utilizando o kit ECL (AmershaBmosciences GE Healthcare UK
Limited, Buckinghamshire, Reino Unido). A quani@@o dos niveis proteicos foi realizada
por analise densitométrica usarstaftwareLabWorks 4.6 (BIO RAD, Upland, CA, EUA).
Anti- a - tubulina (1:500) ou anti - GAPDH (1:1000) foraisados combousekeeping.

3.6 Imunofluorescéncia e Fluorescéncia direta

Células F1 controle e F1 5Gy foram cultivadas sddmginulas de vidro até a formacéo de
colonias;lavadas com PBS e fixadas com metanol 100fante 20 min a -20C. Depois
foram lavadas e re-hidratadas com PBS/CM (PBS ndot€aC} 100 mM e MgCJ 100 mM,
pH 8,0). Posteriormente, foram bloqueadas com O0B8A e permeabilizadas com 0.1%
Triton X-100 (60 min). Logo apds, foram incubadasrnightcom os anticorpos primarios
anti E-caderina (1:300), arfitcatenina (1:200) ou com lectinas anti-LPHA (1:1G@&qguidas
de 1h de incubacdo com seus respectivos anticagmsdarios conjugados a Alexa fluor
488 ou 546 (diluicdo 1:500), no caso das imuno#luéncias indiretas. Para
imunofluorecéncia direta, utilizou-se anticorpoi-ammnentina conjugada a Cy3 (1:100; 40

min) e para fluorescéncia direta, utilizou-se Fdilm conjugada a TRITC 500 ng/mL (40
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min) , sendo previamente fixadas em 4% de paraldefdo e permeabilizadas com 0,5% de
Triton X-100. Em seguida, todas as laminulas foracmbadas com DAPI (1:1000; 1 min
muito tempo), lavadas e montadas utilizando n-piggdato (Sigma Aldrich, USA), sendo
visualisadas em microscopio confocal a laser , As imagens foram analisadas
usando o software FV10-ASW (Olympus, Tokyo, JapAs)imagens Sao representativas de

trés experimemtos independentes.

3.7 Andlise da migracao celular\(Vound healing assay)

F1 5Gy e F1 Controle de Caco-2 e HT-29 foram cattas em placas de 24 pocos até
atingirem a confluéncia e submetidas a um risco ponteira estéril. Para cada poco, cinco
campos ao longo da extensdo do risco foram sekbi®) marcados e analisados em
microscépio Axio Observer. Z1 equipado com um ARam HRc e Axio Vision Release 8.2

Image Analyzer (Carl Zeiss , Inc., Jena, Alemanga). seguida, as células foram incubadas
durante 24 h para permitir que as células migragsgle abertura na monocamada formada
pelo risco. As captacdes das imagens foram fattaslintamente apos o risco (t =0 h) e no
final do experimento (t= 24 h). A quantificacdordieyracao foi realizada através de medi¢des
da distancia entre as duas bordas da lesdo attay@r®grama Adobe Photoshop CS3 (Adobe
Systems Inc., CA, EUA). Os valores de migracao laelestdo representados como a
percentagem de migracdo (que correspondem ao fechanda lesdo produzida na

monocamada), sendo as barras dos graficos corcespes a meédias £ SEM de ensaios em

triplicata para cada linhagem celular, de pelo metrés experimentos independentes.

3.8 Ensaio de invasao celular

Para o ensaio de invasdo celular, células HT-2956¢ e Controle F1 (3xfp foram
cultivadas na superficie superior de insertos denlongna de policarbonato Transwell ®
(poro de 8 um; Costar), revestido com 20 pL de igalt® (BD Biosciences) diluido 1:10 em
200u! de DMEM isento de SFB. Utilizou-se meio DMEJplementado com 10% de SFB
como um quimioatraente na parte inferior da cameenos 24 h de incubacédo £G70 gel
gue revestia a superficie superior da membraneefoado com uma haste de algoddo, uma
vez que as células que atravessaram o gel sdoaaquet invadiram e consequentemente

encontram-se na parte inferior da membrana. A mamabfoi entdo fixada com etanol 100%
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(10 min), coradas com violeta de cristal e anatisaglo microscopio Axio Observer Z1. O
namero de células que invadiram foi expresso comeédia de quatro campos aleatdrios
analisados sob o microscopio. Os valores séo remEEtos no grafico como o numero de
vezes que a F1 5Gy invadiu em relacdo ao contorlde( os dados do F1 Controle foram
normalizados para 1) e correspondem a média + SEMmaios em triplicata, em trés

experimentos independentes.

3.9 Zimografia

40 ug de proteinas provenientes do meio condicmdadHT-29 F1 Controle e F1 5Gy foram
submetidas a eletroforese em gel de acrilamida J1ld%tendo 0,2% de gelatina (Porcine
skin, tipo A, Sigma-Aldrich). ApGs a eletroforeses, géis foram incubados com tampéao de
lavagem (10 mMTris / HCI, pH 8,8 contendo 2,5% ddon X-100) 2 vezes, por 30 min
cada, em temperatura ambiente e em seguida inculedaampao de ativagdo (5 mM de
CaCl2, 0,02% de NaN3, e 50 mMTris / HCI, pH 8,@87a° Covernight Em seguida, os géis
foram corados com Comassie Azul Brilhante R-25Gcelhados em solucdo descorante (10%
(v/v) de &cido acético e 40% (v/v) de metanol).tikidade gelatinolitica das metaloproteases
(MMPs) foi detectada através da visualizacdo banédascoradas sobre o fundo azul nos géis
digitalizados.

3.10 Ensaio de atividade transcricional de TCF / LE por gene reporter

Para analisar a atividade transcricionalfdeatenina na progénie, avaliamos a ativacao do
fator de células T (TCF) / fator potenciador liféi(LEF) da familia de fatores de transcricao
(TCF/LEF) através do kit o Dual-luciferase Reportdssay System ® (Promega,
Madison,WI, EUA). Foram utilizados dois plasmidelesTCF neste ensaio, sendo um deles
com o dominio de ligacdo pargaateninawild type TCF-luciferase constru€tOP flash) e
outro com o dominio de ligacdo parg-aatenina mutado (FOP flash), o qual foi utilizado
como um controle negativo para a atividade TOFhfl&bI-29 F1 controle e F1 5Gy foram
cultivadas (2 x 1¥) em uma placa de 24 pocos até a sub-confluénoiasdguida, as células
foram co-transfectadas transitoriamente com SUPER @GP FLASH B-catenina luciferase

(2 ng) e PRL-TK (Renila-0,2 pg) ou plasmideos SUPER FOP FLASH B-catenina

luciferase (2 pg) e plasmideos PRL-TK (Renilau§)2 Ambas foram realizadas com o
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Reagente de Transfeccdo FUGENE ® HD (Promega), cded@ com o protocolo do
fabricante. A atividade luciferase tanto da Reqgil@nto das condi¢cdes de tratamento foram
mensuradas 24 h apos a transfeccéo utilizandoagemees do kit Glo (Promega), de acordo
com o protocolo do fabricante, num luminémetro Yexi(Promega). Os resultados foram
normalizados (atividade TOP / atividade Rel) Mdade FOP / atividade Rel) e as atividades
reporter TCF/LEF foram plotadas. Os valores sadmesgmtados no grafico como o nimero de
vezes que a F1 5Gy aumentou a atividade lucifenaseelacdo ao controle (onde os dados do
Controle F1 foram normalizados para 1) e correspond média + SEM de ensaios em

triplicata, em trés experimentos independentes.

3.11 Extracdo de RNA e qRT-PCR

Alteragbes na expressdo de RNAm de E- caderinajl, SBmg, Twist, Vimentina,
Fibronectina e N-caderina foram avaliados por gRTR. Progénies de HT-29 F1 controle e
F1 5Gy foram submetidas a extracdo de RNAmM comagemte Trizol ® (Invitrogen) de
acordo com o protocolo do fabricante e armazenad&fC. 2 ug de RNAm total foram
submetidos ao tratamento com DNAse (Invitrogen)apdescontaminacdo de possiveis
DNAs. Em seguido, seguiu-se a transcricdo reversngse do cDNA através do kit
Superscript 1l (Invitrogen) e Oligo - dT18 (Invigen). As reacdes foram realizadas utilizando
o kit de SYBR Green PCR (Qiagen) num termocicl&iator Gene Q (Qiagen) (amplificacéo
inicial de 10 min a 95 ° C, seguido de 45 ciclofs a 95°C, 30s a 60°C , e 30s a 72°C). A
normalizacéo foi feita com o gerfmusekeeping ACTAQ - actina) e os dados foram
representados como numero de vezes de aumentansgaricdo em relacdo ao controle. Os
dados séo apresentados como meédias + SEM de emsaidsiplicata de trés experimentos

independentes. Os primers utilizados encontranadabela abaixo:
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Primer Tipo Sequéncia

a-Actina Forward 5-TACAATGAGCTGCGTGTGG-3'
Reverse 5-TAGCACAGCCTGGATAGCAA-3'

E-caderina Forward 5-TGGCGTCT GTAGGAAGGCA'-3'

Reverse 5-GGCTCTTTGACCACCGCTCT-3'

Snail Forward 5-TCGGAAGCCTAACTACAGCGA-3'
Reverse 5-AGATGAGCATTGGCAGCGAG-3'

Slug Forward 5" AAGCATTTCAACGCCTCCAAA-3
Reverse 5-GGATCTCTGGTTGTGGTATGACA-3

Twist Forward 5-GGCACCATCCTCACACCTCT-3'
Reverse 5-TGGCTGATTGGCACGACCT-3'

Vimentina Forward 5'-GCCAGATGCGTGAAATGGAA-3'
Reverse 5-CTGTCCATCTCTAGTTTCAACCG-3

Fibronectina | Forward 5-CACCTTGAATGACAATGCTCGGAG-3'
Reverse 5-GACCCAGGCTTCTCATACTTGATG-3'

N-caderina Forward 5-ACCAGGACTATGACTTGAGCC-3'
Reverse 5-GGCGTGGATGGGTCTTTCA-3".

3.12 Imunoprecipitacéo eblotting de lectinas.

Para imunoprecipitacdo quantidades iguais de pt@50ug) dos lisados celulares foram
pre-clearedcom 25l de proteina G conjugada a esferas de sefarogméSAldrich Co.) por

1 hora. Apos a centrifugacéo, o sobrenadante fmibiadoovernightcom 5ug de anticorpo
primario Anti E-caderina (BD Bioscience) Em seguidasobrenadante foi incubado com
proteina G conjugada esferas de sefaroggor 2 horas. Para dissociacdo, as esferas foram
lavadas 3 vezes com PBS e os imunocomplexos forpracalos a 95°C em tampéo de
amostra Laemmli (Laemmli, 1970) por 5 min. As amastforam entdo separadas
eletroforéticamente por SDS-PAGE usando géis naetdracao de 7,5% e transferidas para
membranas de nitrocelulose utilizando-se um apamheletrotransferéncia imido (Bio-Rad
Laboratories Inc.) a 50 V por 60 min. As membraioaam mantidas em tampao de bloqueio
TBS-T (Tris-HCI, 20 mM, pH 7,6, NaCl 137 mM e Twegf 0,1% - Sigma-Aldrich Co.)
contendo leite desnatado 5%, durante 60 min emadagitorbital. Em seguida, foram
incubadas com o anticorpo primario E-caderina ers#ério anti mouse conjugado a HRP
(GE Healthcare) ou lectinas L-PHA biotiniladas (i&cLaboratories) por 2 horas ou
overnight. As lectinas do tipo L-PHA reconhecem carboidradibkgados do tipopl,6, os
quais constituem produtos da enzima GnT-V, mendananteriormente. Finalmente, as

membranas foram lavadas 5 vezes em TBS-T e aidzatévpara as proteinas ou carboidratos
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em estudo foi determinada utilizando-se um kit cwmmé de quimioluminescéncia

(Amersham Biosciences GE healthcare) ou Vecton #BIC kit (Vector Lab.).

3.13 Eletroforese de gel 2D

Quantidades iguais de proteinas dos lisados t@@@spg) foram precipitadas com tampéao de
precipitacdo (Proteo Extract, Calbiochem) e resusge em tampao de reidratacédo (7 M
uréia, 2 M thiouréia, 4% (v/v) CHAPS, e 0.0002%laimibromofenol) com 0.2% de anfolite.
e aplicadas nastrips (Bio Rad Co.), para proceder a etapa da PrimeinaeD$do. Astrips
foram submetidas a reidratacdo passivarnightutilizando-sestrips IPG de pH 3-10 NL
(Ready Strip; 0.5 mm x 3 mm x 70 mm, Bio-Rad, HEg§uCA) a temperatura ambiente. A
focalizacdo isoelétrica foi realizada no Protdala tell (Bio-Rad) com uma voltagem inicial
de 250 V/15 min e depois aplicou-se um gradientgaliagem até 4000 V, com corrente
maxima de 5QA por strip, a temperatura de 2C. A primeira dimensao foi concluida a
14-20 kVh. Apo6s a focalizacéo isoelétrica, as pnate foram reduzidas e submetidas ao
tratamento com agente alquilante (2% DL-dithiotiote(DTT) seguida de incubacdo em
tampao (2.5% iodoacetamida em um tampao de edaili®M uréia, 2% SDS, 0.002% azul
de bromofenol,75 mM Tris pH 8.8, 29.3% gliceroly @® min sob agitacdo. As strips com
as proteinas separadas pelo seu ponto isoelébriam fentdo adicionadas em um sfalcking

de baixa porcentagem de agarose (1% agarose) iermiese tampao de corrida (25 mM
Tris, 192 mM glicine, e 0.1% (w/v) SDS, pH 8.3; BRad) na parte superior de uma gel de
10% acrilamida (acrilamide/bisacrilamide 37.5:1%, Bio-Rad). A eletroforese da segunda
dimensao foi realizada no equipamento Mini-Protiedira cell system (Bio-Rad), utilizando-
se tampéao 1xTris/glicina/SDS sob voltagem constdetd25 V. Um gel de cada condicéo
experimental foi reservado para a prote6mica eoswtois foram direcionados a transferéncia
para membrana de nitrocelulose, como descrito e 8.5 e submetidas dwotting de
lectinas (descrito no item 3.12) e E-caderina (d@soo item 3.5).

3.14 Analise estatistica

Todos os dados quantitativos apresentados séo snédi8EM de, pelo menos, trés
experimentos independentes. A analise estatistisageaficos de barras foram realizados no
programa GraphPadPrism, 5.0 (GraphPad ™ Software, San Diego, CA, Ebltavés do
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testet de Student. As diferencas foram consideradasiggtamente significativas quando *
p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.
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4 RESULTADOS

4.1 Progénies de células de cancer colorretal desidtlas de parentais irradiadas
apresentam niveis diferenciais de radiosensibilidad que estdo diretamente

correlacionadas com a ativacao de caspases

Com intuito de avaliar a radiorresposta de céld&sradas de CCR, trés linhagens celulares
(Caco-2, HT-29 e HCT-116) foram irradiadas em suabuéncia, confinadas no meio
irradiado durante 24h, tripsinizadas e cultivadasbaixa densidade para permitir a formacgéo
de colbnias progénies derivadasdilegle cellssobreviventes ao tratamento. Inicialmente foi
avaliado o nivel de radiorresisténcia das linhagahslares através do ensaio clonogénico e
observou-se que dentre as trés linhagens celulatégadas, a Caco- 2 foi mais
radiorresistente do que a HT-29 e HCT-116, nesteeror (Fig.10A). Este resultado foi
complementado pelo ensaio de Caspase-GLo®, quacuasina inducao diferencial de de
caspases -3 e -7 nessas ceélulas. A progénie derdatinhagem Caco-2 irradiada apresenta
uma inducdo minima das caspases -3 e -7, enquaata progénie derivada de células HT-29
irradiadas mostraram uma inducao intermediéria Pgéogénie derivada de células HCT-116
irradiadas apresentaram um maior indice de indulgssas caspases (Fig.10B) quando
comparadas com suas respectivas progénies contialgss, estes resultados indicam que as
células Caco-2 e HT-29 sédo mais radiorresisterdesue a HCT-116 e esta radiorresisténcia

poderia ser correlacionada com a menor inducasiddaae caspase.

54



Caco-2 HT-29 HCT-116
F1 F1 F1
Controle 5 Gy Controle 5 Gy
R . 2.5- *kk
o *
2.0 *%

3 =
28 ig
- - = 120 ~NE E
F 120 g = ‘g?‘,,, 5 1.5
£ 100 8 100 g 10 =8 S
5 s S S 0404
] 3 80 G & [
© © o Ee1 g (3
(]
§ % 60 *kk .g 60 8 OB o5
40 w40 - ~ 0.0
g b S *kKk E o
£ £ 2 E 2
e . £ o e , 0.0-
Controle 5Gy Controle 5Gy Controle 5Gy 4 ,19 o
R _ _ o' . N
2 F1 F1 F & &

Figura 10. Analise da radiosensibilidade das célutade CCR Caco- 2 HT- 29 e HCT- 116 e a sobrevivéaci

de suas progéniesA: Imagens representativas do ensaio clonogéni¢eldeontrole e F1 5Gy de células Caco-
2, HT-29 e HCT-116. Os graficos estdo representadoso a porcentagem de formagdo de coldnias apos a
medida da densidade éptica (595 nB1) Andlise da ativagdo de caspase 3 e 7 atravéd @agpase Glo®. Os
graficos sao representativos do indice de ativliEa®Gy/F1 Controle) de Caco- 2 , HT- 29 e HCT-1b&dos
representativos da média + SEM de ensaios emctiplipara cada linhagem celular em trés experirmento
independentes.

4.2 Progénies derivadas de células de céancer coletal sobreviventes a radiacdo
apresentam aumento da expressao de survivina.

Uma vez que a survivina (membro das proteinast@mibs de apoptose, IAPS) suprime a
apoptose através da inibicdo direta ou indiretardeeinas relacionadas a caspase (SAH et al.,
2006), foi analisado se a expressdo de survivitarigscorrelacionada com a inducéo
diferencial de caspase nos nossos modelos de edslukervou-se que as proles mais
resistentes, F1 5Gy Caco -2 e HT-29, mostraramaumento da expressdo de survivina,
enquanto que a F1 5Gy HCT -116 (mais radiossdpsnastrou uma reducao da expressao
desta proteina (Fig.11), indicando que a expreskfcsurvivina poderia corroborar os
resultados de radiorresposta observados na Figstando diretamente relacionada com a

sobrevivéncia das progénies.
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Figura 11: Analise da expresséo de survivina em &slos celulares de F1 Controle e F1 5Gy de Caco-2TH

29 e HCT-116.0s graficos representam os dados normalizados @mreentagem da expressdo da proteina
survivina em relacao ao controle (F1Controle = ¥#)0A o- tubulina foi utilizada como controle endégeno de
expressédo proteica. Dados representativos da nte8ieM de ensaios em triplicata para cada linhagellar

em trés experimentos independentes. Analise dstatializada pelo testede Student e a diferenca foi
considerada significativa quando * p <0,05; ** p,&D, *** p <0,001.

4.3 Progénies derivadas das células mais radiorregntes exibem morfologia celular
anormal

Uma vez que as progénies de Caco-2 e HT-29 foragélatas com maior capacidade de
sobrevivéncia e formacao de colbnia apds a irrddiags experimentos subsequentes foram
realizados com ambas as linhas celulares comandigitanalisar o comportamento fenotipico
das suas progénies. Estudos anteriores mostraram aquadiacdo induziu alteracdes
morfologicas em células epiteliais em tempos cuaipds o tratamento (de CARVALHO et
al., 2006; ANDARAWEWA et al., 2007). No entanto,oséaros os estudos que focam na
progénie sobrevivente em momentos tardios ap&tantento com a radiacdo (LAGADEC et
al., 2012). A morfologia de ambas as progénies BY Ble Caco-2 e HT-29, quando
analisados por microscopia de contrastes de fapessentaram uma formacéo de colbénias
aberrantes quando comparadas as suas respectivantfdles ( Fig.12 ). A F1 5Gy de Caco-

2 apresenta aumento no volume celular e formacgwajecoes de membranas sugestivas de
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lamelipédios, no entanto, um certo padréo de adesfie as células na coldnia foi mantido,
mesmo apos 5 dias em cultura. As colbnias de F1 &Sy T-29 mostram uma intensa
disperséo celular e aquisicdo de uma morfologmoliilastica em relacédo a sua respectiva F1
controle. Sendo assim, este resultado mostra guatamento com a radiacdo nas células
parentais induziu a formacao de coloénias com fpodxtremamente aberrantes na progénie
derivada das células que sobrevivem ao tratamento.

F1 Controle F1 5Gy

HT-29

Figura 12. Anéalise morfoldgica da progénie derivadale células parentais irradiadas Caco-2 e HT-2A
morfologia celular da F1 Controle e F1 5 Gy de C2aHT-29 foi analisada por microscopia de cotéras

fase. Imagens representativas de 3 experimentepémdentes. Barra: 50 pum.
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4.4 A radiacdo altera a localizagcdo subcelular e pressdao do marcador epitelial E-
caderina nas progénies derivadas de células sobreentes a radiacao.

As proteinas do complexo juncional sdo cruciais gamanutencdo da arquitetura epitelial e
alteragcbes em sua expressdo e localizacédo estawvidag na progressao de diversos
canceres epiteliais. Uma vez observada a intenssagdo na morfologia celular das
progénies F1 5Gy de Caco-2 e HT-29 (Fig.12), analse a localizacdo subcelular e a
expressdo do marcador epitelial E-caderina (Fig.I&s progénies. Imagens de
imunofluorescéncia (Fig. 13A) obtidas por microgagmnfocal mostram uma marcacao bem
definida nos contatos célula-célula de E- cadema& 1 controle Caco -2 e F1 Controle HT-
29. No entanto, as progénies derivadas de célal@nfais irradiadas apresentaram alteracdes
na localizacdo subcelular destas proteinas de @des@lar. Observa-se um perfil de
marcacao descontinuo na F1 5Gy de Caco-2, porématguma marcagdo para E-caderina
ainda mantidas no contato celular. Além dissopfmsivel observar um perfil de marcacao
vesicular no citoplasma indicando um possivel ndkzacédo de E-caderina. Ja as células da
F1 5Gy de HT-29, as quais mostraram uma pronunciisigersao celular, apresentam
também uma intensa localiza¢do perinuclear da &erga (Fig.13A). Além da localizagédo
subcelular, foi avaliada também os niveis de espiesle E-caderina pagmmunoblotting
(Fig.13B) e foi observada uma reducéo significatiegsa proteina em ambas as progénies
analisadas, F1 5Gy HT-29 e F1 5Gy Caco-2 quandgamadas com suas respectivas F1

controles.
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Figura 13: Efeitos da radiacdo sobre a localizacasubcelular e expressdo da proteina de adesdo E-
caderina nas progénies derivadas de células sobresntes. A: F1 Controle e F1 5Gy de Caco-2 e HT-29
foram cultivadas em laminulas até a formacéo dén@d e submetidas a técnica de imunofluorescéAsia.
imagens séo representativas de pelo menos trésiragpéos independentes. O nucleo foi marcado corRIDA
Seta: E-caderina internalizada; Cabeca de setanfahdos citoplasmaticos de E-caderina; Barra:rh0 Bt
Andlise da expresséo de E-caderina nas F1 ComrBle 5Gy de Caco-2 e HT-29. Os gréficos representam
dados normalizados como porcentagem de expresspmtkina nos lisados de F1 5Gy em relacéo aamoks
da F1 Controle (F1Controle = 100 98).0- tubulina foi utilizada como controle endégenocederessao proteica
Dados representativos da media + SEM de ensaidepivata para cada linhagem celular em trés @rpartos
independentes. Analise estatistica realizada pdiettde Student e a diferenca foi considerada sigtiViaa
quando * p <0,05; *** p <0,001.
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4.5 As progénies de células irradiadas apresentaniteracdes tanto na expressao quanto

na localizagéo subcelular d§-catenina.

Uma vez que alteracdes de expressao e localizacBecdderina podem promover 0 aumento
do pool citoplasmatico deB-catenina, e tal evento pode contribuir em diversas
relacionadas a progressdo tumoral, analisou-secaidacdo subcelular e os niveis de
expressao proteica dessa proteina. Na Fig. 14 As8iyel observar uma marcacdo bem
definida dap-catenina nos contatos celulares das F1 Contrel€aco-2 e HT-29. No
entanto, as colbnias de ambas as progénies desidadeélulas irradiadas (F1 5Gy) mostram
uma redistribuicdo intensa desta proteina dos tmmntzlulares para o citoplasma, incluindo
localizagc&o nuclear evidente nas células da F1d&3yT-29 (Fig. 14A). Além da localizacao
subcelular, foi avaliada também os niveis de esgiesle f-catenina pormmunoblottinge a
andlise densitométrica revelou uma ligeira redugta proteina nas F1 5Gy de Caco-2 e um
aumento significativo da sua expressdo nas F1 ¥GKMT29 quando comparadas as suas
respectivas F1 Controle (Fig. 14B). Juntos, estssiltados demonstraram que a radiacao
induz alteracdes na localizacdo subcelular e esfoede3-catenina nas progénies derivadas

de células sobreviventes ao tratamento.
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Figura 14. Efeitos da radiacdo sobre a localizac@subcelular e expressdo d@-catenina nas progénies
derivadas de células sobreviventes. :AF1 Controle e F1 5Gy de Caco-2 e HT-29 foramiadias em
laminulas até a formacdo de coldnias e submetdaécnica de imunofluorescéncia. As imagens sao
representativas de pelo menos trés experimentepémdientes. O nlcleo foi marcado com DAPI. Asterisc
localizacédo nuclear décatenina. Barra: 5 um. Bmmunoblottingde g-catenina nas F1 Controle e F1 5Gy de
Caco-2 e HT-29. Os gréficos representam os dadasatiaados como porcentagem de expressao da potein
nos lisados de F1 5Gy em relag&o aos lisados d2zoRtrole (F1Controle = 100 %\ o- tubulina foi utilizada
como controle enddgeno de expresséo proteica. Dragossentativos da media + SEM de ensaios enicaipl
para cada linhagem celular em trés experimentospemtentes. Analise estatistica realizada pele-tedst

Student e a diferenca foi considerada significagivando ** p <0,01
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4.6 O tratamento com a radiagdo induz um aumento daexpressdo e intensa
reorganizagdo do filamento intermediario vimentinana progénie derivada de células
HT-29 irradiadas.

Uma vez observada a desorganizacdo dos contatdsaresl e reducdo da expressao de E-
caderina, 0 que pode ser sugestivo de EMT, anatisoa expressdo e localizacdo da
vimentina, um filamento intermediario considerado marcador de EMT que possui sua
expressdo aumentada em células metastaticas (SABBAH, 2008; WEI et al., 2008). Foi
observado um aumento do nivel de expressdo de timaesomente na F1 5Gy HT-29,
enquanto ambas as progénies F1 Controle e F1 5G&yZndo apresentam niveis detectaveis
desta proteina (Fig. 15A). Sendo assim, foi rediza imunofluorescéncia somente nas F1
HT-29 para analise da localizacdo subcelular de emtma. Observou-se por
imunofluorescéncia uma intensa redistribuicdo deslamentos, acompanhando os
prolongamentos celulares induzidos na F1 5Gy HTF2§. 15B). Esses resultados mostram
gue somente a progénie que adquiriu um fenotipmbilastico teve aumento nos niveis de

expressao de vimentina, bem como sua redistribyigém os prolongamentos celulares.
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Figura 15. Expressédo e localizacdo subcelular deientina na progénie derivada de células HT-29
irradiadas. A: analise por immunoblotting dos niveis de proteingentina em lisados celulares de F1 Controle
e F1 5Gy de Caco-2 e HT-29 . Os gréficos representadados normalizados como porcentagem de efpress
da proteina nos lisados de F1 5Gy em relagdo sadols da F1 Controle (F1Controle = 100 %6j- tubulina

foi utilizada como controle endégeno de expresséatejza. Dados representativos da media + SEM daies
em triplicata para cada linhagem celular em trgeementos independentes. Andlise estatisticazeztli pelo
testet de Student e a diferenca foi considerada sigtifi@ajuando *** p <0,001B: F1 Controle e F1 5Gy de
HT-29 foram cultivadas em laminulas de vidro aféranacao de colbnias e submetidas a imunofluoresgén
para avaliar a localizacdo de vimentina. O nulclg@onfarcado com DAPI. Imagens representativas de pel

menos trés experimentos independentes. Seta:Zacab de vimentina nas protrusdes celulares. BEOrgm.
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4.7 A progénie de células irradiadas apresentamtiensa reorganizagdo do citoesqueleto.

E bem estabelecido que a organizacéo do citoesquideactina modula a perda de contatos
célula-célula e a aquisicdo de um fendtipo migratém células epiteliais que estdo sob o
processo de progressao maligna, induzindo a forondeaprotrusbes de membrana como
lamelipddios, filopddios e invadopddios, os quds gssenciais para a migracdo e invasao
celular (HAYOT et al., 2006; YAMAGUCHI ; CONDEELI007; KELLEY et al., 2008).
Uma vez que resultados prévios mostraram alteragl@sonadas a progressao tumoral nas
progénies derivadas de células irradiadas, conavagfies na distribuicdo e expressdo de
proteinas de adesdo e vimentina, analisou-se d gerforganizacdo do citoesqueleto de
actina nessas progénies. Através da analise pososoapia confocal de fluorescéncia direta
utilizando-se faloidina conjugada a rodamina isoépato, observou-se que ambas as
progénies F1 5Gy Caco-2 e F1 5Gy HT-29 apresentanara intensa reorganizacdo do
citoesqueleto (Fig. 16). Embora a F1 5Gy Caco-8atenha mantido um perfil epitelial, com
adesédo as células vizinhas (embora aberranteg)pgsivel observar a formacao de projecdes
de membrana do tipo lamelipddio nas bordas dasieapbcom uma regido bem definida de
filamentos de actina e estruturas semelhantedgflasde membrana. Ja a F1 5Gy HT-29, a
qual as células adotaram um formato mesenquimalomgado, mostram uma evidente
disperséo celular, onde as células individuais sgmtam uma formacdo de lamelipodios
restrita na regido ddront e uma longa retracdo da cauda (regido posteriocétida),
caracteristicas de células altamente migratoridSTIRPE et al., 2009). Estes resultados
indicam que as progénies derivadas de ambas dasc#hadiadas, Caco-2 e HT-29 adquirem
uma reorganizacdo diferencial do citoesqueleto siee relacionadas com um perfil mais
migratorio, quando comparadas as suas respectinagermpes derivadas de células néo

irradiadas.
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Figura 16. Andlise do citoesqueleto de actina nasqgénies derivadas de células irradiadas Caco-2 eTH
29.F1 Controle e F1 5Gy de Caco-2 e HT-29 foram adtas em laminulas até a formacao de coléniasldixa

e marcadas para F-actina. Imagens de microscopfaaa mostram a redistribuicdo do citoesqueleto bemo

a formacao de protrusdes de membrana. O nuclemdocado com DAPI. Imagens representativas de pelo

menos trés experimentos independer§esa Lamelipddio.Cabeca de setaetracdo da cauda. Barra: 10 um.

4.8 Progénies derivadas de células HT-29 irradiadamas ndo de Caco-2 apresentam um

aumento do potencial migratério.

E bem estabelecido que um aumento da migracaasiuiade celular sdo caracteristicas de
malignidade em células epiteliais. A migracdo @eld dirigida por estruturas protrusivas e
contratilidade dos filamentos de actina, sendo gamracdo e direcionamento do

citoesqueleto responsavel pela geracdo de forcaa pa protrusbes de membrana
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(TOJKANDER et al., 2011). Neste contexto, com ite avaliar o quanto a reorganizacao
do citoesqueleto observadas nas progénies derididasélulas Caco-2 e HT-29 irradiadas
poderiam promover um aumento da migracdo celutarrdalizado o ensaio devound
healing Curiosamente, observa-se uma reducdo da migoaaprogénies F1 5Gy Caco-2 e
um aumento do potencial migratério das progéniess6&y HT-29 (Fig.16A e Fig.16B,
respectivamente). Dessa forma, os resultados suggre embora a progénie F1 5Gy caco-2
apresente uma desorganizacdo dos complexos deoadegd 3 e Fig.14) e a formacédo de
estruturas relacionadas a migracéao celular, s@venProgénies derivadas de células HT-29
irradiadas que aumentaram sua capacidade migragugerindo uma correlagdo entre a
aquisicdo de um fendtipo fibroblastico, intensgpéiséo celular e o tipo de protrusdo de

membrana formada com o aumento da migracao celotmrvada na Fig. 16.
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Figura 17. Andlise do potencial migratério e invagso de progénies derivadas de células irradiadas:1
Controle e F1 5Gy Caco-2Af e F1 Controle e F1 5Gy HT-2B) foram cultivadas até a confluéncia e
submetidas ao ensaio deund healingOs graficos representam os dados normalizados pomentagem de
migragdo celular da F1 5Gy em relagdo a migragdbld&ontrole (Fechamento total do espago entreuas d
bordas = migracdo 100 %) e representativos daaned8EM de ensaios em triplicata para cada linhagem

celular em trés experimentos independentes.
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4.9 A progénie com fendétipo mais migratério, F1 5GHT-29, apresenta um aumento do
seu potencial invasivo e da atividade metaloproteas

Na sequéncia, foi analisada a capacidade invasiwabas as progénies derivadas de Caco-2
e HT-29. Foi possivel observar que as progénieCéiitrole e F1 5Gy Caco-2 nao sao
capazes de invadir o matrigel, enquanto que a BL BG29 apresenta um aumento da
invasividade quando comparadas com a progénie Rirde® HT-29 (Fig. 18A). Uma vez
que a invasividade esté relacionada a degradacamuliz extracelular e que em CCR ocorre
um aumento das MMPs -2 e -9, avaliou-se atividad&aloprotease dessas progénies mais
invasivas pelo ensaio de zimografia. Através dessaio, foi observado um aumento da
atividade de MMPs -2 nas F1 5Gy HT-29 quando coagss com sua respectiva progénie
controle, F1 Controle HT-29 (Fig. 18 B). Juntosesssesultados mostram que a progénie
derivada de células HT-29 irradiadas além de aptasam um aumento da migracao celular
(Fig.17), também apresentaram alta capacidade iWavae aumento da atividade
metaloprotease.
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Figura 18. Andlise do potencial invasivo e de aidade metaloproteinase de progénies derivadas de
células irradiadas. A: células da F1 Controle e F1 5Gy de Caco-2 e HTe2lni cultivadas em insertos
Transwell® cobertos com Matrigel® e submetidas asa® de invasdo. Os graficos representam os dados
normalizados como o nimero de vezes que invasderdamna F1 5Gy em relagéo a F1 Controle (F1 Clentro

= 1). Dados representativos da media + SEM de essamn triplicata para cada linhagem celular em trés
experimentos independentd®. Meios de cultura condicionados derivados de Fht@Ge e F1 5Gy HT-29
foram submetidos ao ensaio de zimografia. Imaggresentativa de 2 experimentos independentes. senali

estatistica realizada pelo testéde Student e a diferenca foi considerada sigtifi@aguando ** P <0,01 e ***
p< 0.001.
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4.10 Progénie derivada de células HT-29 irradiadaapresenta tanto um aumento na
fosforilacdo de GSK-3P quanto um aumento da atividade transcricional d& CF-LEF.

Resultados prévios mostraram tanto um aumento pl@&séo quanto uma marcacao nuclear
de B-catenina na F1 5Gy HT-29 (Fig. 14A Fig.14B). Adbzacéo nuclear df-catenina &
relacionada com a ativacédo da via Wnt canonicajuah aglycogen synthases3GSK-3)
atua na manutencdo dmol citoplasmatico de-catenina (FRAME ; COHEN, 2001). A
atividade de GSK{B¢é regulada por fosforilacédo e esta inibida quaodtorilada no residuo
de serina 9 (Ser-9), prevenindo assim a degrad@gfecatenina, aumentando seus niveis
citoplasmaticos e favorecendo sua translocacdceaucNo nucleo, essa proteina liga-se a
regido promotora d@CF/LEF e aumenta a atividade transcricional de genesregidam
diversos processos como sobrevivéncia, migracawaséo (LUO, 2009). Sendo assim, com
0 intuito de analisar o envolvimento desta via caapnsequéncia da localizagdo nuclear de
B-catenina observada na F1 5Gy HT-29, inicialmentdi@u-se a fosforilagdo de GSK-3
por immunoblotting usando um anticoro que reconhece a forma inat&aG$SK-P
(fosforilada na Ser-9). Como observado na Fig. 1®dyve um aumento nos niveis de p-
GSK34{ nas células da F1 5Gy HT-29 quando comparadasasoo€lulas da F1 Controle
HT-29. Em seguida, com intuito de avaliar se aicédd da atividade de GSKBestaria
relacionada com a atividade transcricionapeamtenina, foi realizado o ensaio de luciferase e
observou-se um aumento da atividade promotoraT@&/LEF na F1 5Gy HT-29 de
aproximadamente 7 vezes em comparacao com a FioleoHT-29 (Fig. 19B). Juntos estes
resultados indicam que o aumento do pool citoplisméep-catenina observado na F1 5Gy
HT-29 (Fig. 14A) pode estar relacionado a uma méaianslocacdo d@-catenina para o
nacleo, onde esta proteina pode induzir a atividi@stescricional de genes relacionados com a

via WNT canonica. Além disso, esses eventos forapedentes da atividade de GSK-3
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Figura 19: Perfil de fosforilacdo de GSK-B e atividade de TCF-LEF na progénie derivada de células HT-29
irradiadas. A: Andlises por immunoblotting da fosforilagdo (S¢re niveis totais de GSKias F1 Controle e F1 5Gy
HT-29. Os graficos representam os dados normalizadmo porcentagem de expresséo da proteinasadsdi de F1 5Gy
em relacdo aos lisados da F1 Controle (F1 Control®0 %).A «- tubulina foi utilizada como controle endégeno de
expressao proteica Dados representativos da me@E&M de ensaios em triplicata para cada linhagdolaceem trés
experimentos independentds. F1 Controle e F1 5Gy HT-29 foram submetidas acienda Luciferase Reporter para
avaliar a atividade transcricional I€F/LEF. Os graficos representam os dados normalizados comumento da atividade
de TCF/LEF da F1 5Gy em relagdo a F1 Controle (F1 Controle .=D&dos representativos da media + SEM de trés
experimentos independentes. Analise estatistidezada pelo testé-de Student e a diferenca foi considerada sigmiNiaa
quando *** P <0,001.

4.11. Progénie derivada de células HT-29 irradiadasapresenta um aumento na

expressao de marcadores mesenquimais e reducao adaressao de E-caderina.

O aumento do potencial migratorio e invasivo ddulaé epiteliais pode ser
correlacionado com o desenvolvimento de EMT, ondecadores epiteliais apresentam sua
expressao diminuida e marcadores mesenquimais gaanen Com intuito de analisar se o
aumento das caracteristicas malignas observadaséhdas F1 5Gy HT-29 poderia estar
relacionada com o processo de EMT, analisou-sepeegsao de genes relacionados com o
fendtipo mesenquimal (genes que codificam Snailg STwist, Vimentina, Fibronectina, e N-
cadherina) e a expressao do gene marcador epikeltaderina através do gRT-PCR. A Fig.

20 mostra uma significante reducdo dos niveis d&mRRMNle E-caderina, seguida por um
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aumento dos niveis de RNAm de Snail, Slug e Filntimee Os niveis do RNAmM de Twist e

N-cadherina também foram aumentados, porém serificémtia estatistica, enquanto que o
nivel do RNAmM de vimentina nao foi alterado. Essssiltados indicam que a progénie mais
invasiva derivada de células irradiadas, HT-29esgmta um perfil de expressdo génica

relacionado ao desenvolvimento de um fenoétipo HiWd.

—
o
3

*%k%

@@ F1 Controle
@ F15Gy

Expressao de RNAm

1-
0 .
> D ) . QQ . (\0 ) . (\'b
& g N O N \S O

60\ X % o g N &
2 S pid &

< < 4 HW

< R A

Figura 20. Perfil de expressdo génica relacionadoaquisicdo de um fendtipo mesenquimal na progénieedvada de
células HT-29 irradiadas. Andlise por qRT-PCR da expresséo de genes reladsramfendtipo mesenquimal (genes que
codificam Snail, Slug, Twist, Vimentina, Fibroneatj e N-caderina) e do gene de E-caderina, um dwrapitelial. Os
graficos representam os dados normalizados conieragbes na expressdo dos RNAm da F1 5Gy em retagéipressao
dos RNAm da F1 Controle (F1 Controle = 1). Dados spretivos da media + SEM de ensaios em triplipata cada
linhagem celular em trés experimentos independeAtgdlise estatistica realizada pelo tdstie Student e a diferenca foi

considerada significativa quando ** p< 0.01; ** ©<001.
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4.12. Analise global do perfil de glicosilacdo derpdutos de GNT-V (N-glicanos
ramificados do tipop1,6) na progénie mais invasiva F1 5Gy HT-29

Estudos recentes mostraram a influéncia de altesagé expressédo déglicanos tanto na
aquisicdo de um carater migratorio e invasivo quaat modulagcdo da resposta terapéutica a
inibidores tirosina quinase a radiacdo (YAMAMOTO at, 2000; DOTE et al.,, 2005;
CONTESSA et al., 2008;). Porém, o perfil de modifies pos-traducionais relacionadas a
glicosilacdo adquiridas por células que sobrevivemadioterapia ndo € conhecido. Sendo
assim, com intuito de caracterizar sobre outrocepe fenoétipo dessas células que adquirem
uma maior capacidade migratéria e invasiva ap@dmgao, foi avaliado o perfil global de
expressao dN-glicanos nessas progénies. Inicialmente, utiligedectinas do tipo L-PHA, as
quais reconhecem-glicanos complexos ramificados, que sao produtosrdima GnT-V. A
Fig. 21 mostra que houve um aumento global da egfce deN-glicanos complexos
ramificados nas progénies derivadas de células H$ebreviventes a radioterapia, quando

comparadas com a progénie controle.
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Figura 21: Andlise do perfil global deN-glicanos complexos em lisados celulares de F1 Can¢ e F1 5Gy
de HT- 29. Lisados totai®btidos de F1 Controle e F1 5Gy de HT- 29 foranlismdos poiblotiing de lectinas
utilizando L-PHA. A o- tubulina foi utilizada como controle enddgeno erpressdo protéica. Dados

representativos da de trés experimentos indepegsient
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4.13 Analise do perfil de distribuicdo de proteinagm gel bidimensional e seu perfil de
N-glicosilacdo na progénie F1 Controle e F1 5Gy deTH29.

Com intuito de obter uma melhor resolucdo no guerdspeito ao perfil de glicosilacéo
proteica do tipd\-ligada, os lisados celulares obtidos das F1 Clengd-1 5Gy HT-29 foram
submetidos a eletroforese 2D, onde a separacaeiqa@ realizada tanto por peso molecular
guanto por seu ponto isoelétrico. Uma vez que linabaanteriores sugerem que o aumento da
atividade de GnT-V é correlacionado com um aumeat@apacidade invasiva e migratoria
das células tumorais; bem como com a desestaldibzags contatos celulares (PINHO et al.,
2013b); e além do fato de termos observado uma@edde expressdo de E-caderina em NA
F1 5Gy HT-29 (Fig.13A), um par de géis bidimensien@1l Controle e F1 5Gy) foi
submetido a coloracdo p@&@omassie Bluea fim de visualizar a diferenca de expressao
protéica entre as condicbes experimentais; e @ quar foi transferido para uma membrana
de nitrocelulose e submetido hltting para L-PHA, bem como paraimmunoblottingpara
E-caderina, com intuito de avaliar se a glicostagi®deria estar correlacionada com a
reducdo de expressdo da E-caderina nas F1 5Gy HA-Zg. 22 mostra um perfil de
expressao protéica diferenciado entre as duas miesgénalisadas, evidenciado pela presenca
de diversosspotsonde ha diferenca de expressao. Porém, nos geidosocom Comassie
blue, observou-se uma reducéo de expressao ddrma®tproximas ao peso molecular da E-
caderina (aproximadamente 120 kDa, indicado peé#aresa no par superior desta figura) nas
progénies derivadas de HT-29 irradiadas, quandgamadas as progénies derivadas de HT-
29 controles. O par de membranas correspondentgéssidimensionais direcionados a
marcacdo com L-PHA mostraram um aumento da gleg@d global na F1 5Gy HT-29 em
diversas proteinas, corroborando o resultado oltidalotting do gel 1D da Fig. 21. Porém,
observa-se um aumento sutil do perfiliglicosilacdo na F1 5Gy HT-29 na faixa de peso
molecular também proximo a E-caderina, como indigaela seta em amarelo. Com intuito
de confirmar se as alteracBes encontradas tantamines de expressao total de proteinas
guanto aquelas relacionadas a glicosilacéo, sartancidentes com a E-caderina, as mesmas
membranas previamente marcadas com L-PHA foram etidless aammunoblottingpara E-
caderina. Como podemos observar, as membranasn@ntes dos géis 2D mostram um
rastro de E-caderina (seta azul) na mesma locatizdeas alteragbes anteriores observadas
(entre 100 e 150 kDa), mostrando que a E-cadeléma de ter sua expressao reduzida na F1
HT-29 5Gy (o que corrobora um resultado ja apresknt Fig. 13B) sugerem sofrer

modificagdes da glicosilagéo, como mostraddiotting para L-PHA. Juntos esses resultados
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sugerem que a progénie derivada de células HTr@iadas apresentam um aumento global
da expressao de N-glicanos complexos que € coramai@id reducdo dos niveis de expressao
protéica da E-caderina.
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Figura 22: Eletroforese 2D e andlise poblotting para L-PHA e western blot para E-caderina. Lisados
celulares de F1 Controle e F1 5Gy de HT-29 forabmmtidos a eletroforese 2D em 2 pares, sendo um par
direcionado a coloragéo por Comassie blue (supezioutro par submetido ddotting para LPH-A (meio) e E-
caderina (inferior). Dados representativos de daj®erimentos independentes. Seta rosa: Rastroqurastre

100 e 120 kDa; Seta amarela: Glicosilagdo N-lig&#da azullmmunoblottingoara E-caderina.



4.14 Células da F1 5Gy HT-29 apresentam moléculde E-caderina hiperglicosiladas

Com intuito de validar o aumento da expressadNggicanos observado na faixa de peso
molecular proxima a da molécula de E-caderina, fealizado um ensaio de
imunoprecipitacdo seguido paestern blofpara E-caderina klotting para L-PHA. Na Fig.

23 observa-se mais uma vez a confirmacao da redlacérpresséo de E-caderina na F1 5Gy-
HT-29 em seus niveis protéicos, no entanto, olmefglicosilacdo é equivalente ao perfil de
glicosilacdo da F1 Controle HT-29, sugerindo quenakculas de E-caderina remanescentes

na progénie F1-5Gy HT-29 estejam hiperglicosiladas.

F1 HT-29
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Figura 23: Imunoprecipitacdo de E-caderina e analis por blotting para L-PHA e western blot para E-
caderina. Lisados celulares de F1 Controle e F1 5Gy de HTfe2®m submetidos a eletroforese e submetidas a
imunoprecipitacdo conbeadsde agarose impregnadas com anticorpo anti-Ecadefimaseguida, o lisado
purificado foi submetido adlotting de lectinas para L-PHA western blotpra E-caderina total. Dados

representativos de dois experimentos independentes.

77



4.15 As células da F1 5Gy HT-29 que apresentam int| marcacao para as lectinas L-
PHA mostram redugéo da marcacgao para E-caderina.

Com intuito de visualizar a localizacdo subceldlas N-glicanos e da E-caderina, células F1
Controle e F1 5Gy HT-29 foram submetidas a técdieamunofluorescéncia. A Fig. 24

mostra um aumento da marcagéo das lectinas L-PHR1IN&Gy HT-29 em relagdo a sua
progénie controle. E possivel observar também célejas com intensa marcacéo para L-
PHA apresentam um perfil de marcacéo reduzidapaaderina, sugerindo a participagdo

glicanos complexos ramificados no processo de daegém da E-caderina.

F1 HT-29

Controle

Vermelho: E-caderina
Verde: LPHA
Laranja: Sobreposicao

Figura 24: Imunofluorescéncia para E-caderina e Flarescéncia para L-PHA Células F1 Controle e F1 5Gy
HT-29 foram cultivadas em laminulas e submetidafixacdo para marcagdo com E-caderina (vermelho), L

PHA (verde) e DAPI (azul) para marcagdo do nidlsaos representativos experimento Unico.
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5. DISCUSSAO

As estratégias terapéuticas do CCR envolvem aiqtérapia, radioterapia (RT) e
cirurgia para pacientes em estadiamento avancaddodaca (GLYNNE-JONES, 2012;
PRAMATEFTAKIS ET AL., 2012). Embora estudos tenhanostrado que a RT pré-
operatoria reduz a recorréncia local do CCR, ndces$tados que mostrem impacto na
sobrevida desses pacientes e a taxa de mortaladlada permanece alta, em torno de 40 a
70% (KAPITEIJN et al., 2001; SAUER et al., 200EBAG-MONTEFIORE et al., 2009).
Além disso, pacientes que foram submetidos a RT-adfovzante e que mesmo assim
desenvolveram recorréncia local, apresentavam umhaewda mais curta e metastases
simultaneas quando comparados com pacientes queecétoeram RT para o tratamento do
tumor primario (VAN DEN BRINK et al., 2004). A tosidade da RT constitui-se um fator
limitante da dose a ser administrada, sendo unmadiyos pelos quais o tratamento deve ser
baseado no multifracionamento de doses. Porém,essgeema de administracdo de doses
sub-letais produz uma janela terapéutica que perminteracdo das células remanescentes ao
tratamento com o microambiente irradiado. Sabeise @ morte celular induzida pela
radiacdo ndo € um processo imediato, e a radiaciz ia secrecdo de citocinas e fatores de
crescimento que atuam de maneira autdcrina e jramémm nivel celular e tecidual, sendo a
radiossensibilidade do tumor uma questdao muito rtapte do ponto de vista do sucesso
terapéutico. Dessa forma, células sobreviventesatato com este microambiente induzido
pela radiacdo podem sofrer influéncias em suastesisticas proliferativas (promovendo a
repopulacdo do tumor) ou até mesmo na capacidagetdiia e invasiva (favorecendo o
processo metastatico das células tumorais sobrages)e(KIM ; TANNOCK, 2005). Alguns
estudos tém mostrado os efeitos da radiacdo erasd@liretamente atingidas e em periodos
curtos apos o tratamento (SOMOSY, 2000; ANDARAWEWtAal., 2007; de CARVALHO
et al., 2006; ) e poucos tém focado na questa@élatas que sobrevivem a esse tratamento
(LIU et al., 2005; BUONANNO et al., 2011). No entaynos mecanismos moleculares
envolvidos nesses processos assim como eventoslegaen ao desenvolvimento da
radiorresisténcia em CCR, ainda n&o séo conhecidos.

No presente estudo, as progénies derivadas diaxdéle CCR sobreviventes a RT
foram analisadas fenotipicamente em relacdo astedsticas relacionadas a progresséo
maligna do tumor. Inicialmente, analisou-se a rsgbBosibilidade das células de CCR (Fig.10

A) e observou-se que a linhagem celular mais difeagla, Caco-2 e a linhagem celular com
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diferenciacdo moderada, HT-29, foram mais radi@t@stes do que as células
indiferenciadas, HCT-116 (FLATMARK et al., 2004).d6ssivel que a radiossensibilidade
diferencial observada nas linhagens utilizadasgess explicada, pelo menos em parte, pelo
fato destas células apresentarem diferestasis mutacionais. Estima-se que o gere53
esteja mutado em 40-50% dos CRCs (LOPEZ et al2)26&ndo assim importante analisar a
resposta ao tratamento em células com diferentéis e expresséo de p5BP53éwild type
nas células HCT-116 e mutado nas células Cacor2igsa proteina p53 indetectavel) o que
impede a inducéo de caspase nessas células (LOADMER, 2006). O genéP53¢é mutado
também na linhagem HT-29, porém, este tipo de rAotagduz a superexpressdo de uma
proteina p53 nao funcional e com um aumento dar®ia vida (COTTU et al., 1996), o que
poderia resultar na inducao intermediaria de caspasmo observado na Fig. 10 B. Dessa
forma, o status d@P53 nessas células poderia explicar a inducdo difeakde caspase
observada apds o tratamento com a radiacao.

Uma vez que a radiossensibilidade foi diferenteeeas linhagens celulares, também
foi analisada a expressédo da proteina survivingyah constitui um membro da familia de
inibidoras de apoptose (IAP) que se encontra awadanbta maioria dos tumores humanos,
porém € indetectavel na maioria das células ditéadas (JOHNSON ; HOWERTH, 2004;
MITA et al., 2008). Os resultados mostraram um aumela sua expressao nas progénies
derivadas das células mais resistentes e com atwdade de caspase, F1 5Gy Caco-2 e F1
5Gy HT-29 e uma drastica reducéo da expressao rdevzisa nas progénies derivadas das
células mais radiossensiveis e com alto indicetidacdo de caspase, F1 5Gy HCT-116.
Estudos mostram que a alta expressao de survigsdumores esta relacionada a um pior
prognostico dos pacientes e a falha no tratamdR@DEL et al., 2002; STAUBER et al.,
2007; RODEL et al., 2011). Além disso, a superesgiie de survivina esta envolvida na
inibicdo da apoptose, seja por via direta ou itdjre alteracdes nessa via de morte celular
podem afetar negativamente a resposta das céluasdis a terapia (DEVERAUX ; REED,
1999). Ainda, em alguns estudos foi demonstrado ajaemento da sua expresséo induz
resisténcia a varios agentes quimioterapicos, caimsplatina, bortezomib e tamoxifen
(MORIALI et al.,, 2009; ZHANG et al., 2006). Sendcsias, 0os resultados sugerem que a
expressdo de survivina pode indicar uma via imptetana manutencdo das células
sobreviventes apos a radioterapia.

Em paralelo a resisténcia a morte celular, tanttesorganizacdo dos sistemas de

adeséo intercelulares quanto alteracdes na exprdesseus componentes, como a E-caderina
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e ap-catenina estdo relacionadas a progressdo do canoetastase (JAMORA ; FUCHS,
2002; GIEPMANS ; VAN IJZENDOORN, 2009). Neste esiuas resultados mostraram
intensa anormalidade na morfologia das col6niagrdgénies provenientes das células mais
radiorresistentes, F1 5Gy Caco-2 e F1 5Gy HT-29.{2), a qual foi intimamente
relacionada a alteragfes tanto da localizacdo Buaceguanto da expressédo de E-caderina e
B-catenina (Fig. 13 e 14). Na F1 5Gy Caco-2 foi padbservar uma marcagédo descontinua
de E-caderina e internalizacdo aparentemente sfowas sugestivas de endocitose. Embora
a via endocitica possa direcionar tanto para acleg@m quanto para a degradacao
(BRYANT; STOW, 2004; PALACIOS et al.,, 2005) a redocda expresséo de E-caderina
observada nanmunoblottingsugere que esteja seguindo a via de degradagdsedimal. Em
relacdo aB-catenina, embora ndo tenha sido observada umagdlte significativa da sua
expressdo na F1 5Gy Caco-2, foi possivel obserwarperfii de marcacédo difusa no
citoplasma, embora as colonias da F1 5Gy Cacodahamantivessem sua caracteristica coesa
entre as células. Um efeito mais proeminente derdasizacdo da adesao celular pode ser
observado na F1 5Gy HT-29, na qual a imunofloreseémostra uma intensa desorganizacao
da adeséao celular e a formacdo de agregados eciwo@i@os de E-caderina, concomitante
com uma reducdo da sua expressdo observadainpuounoblotting. Estudos prévios
descrevem tais aglomerados perinucleares como esegé@racteristicas de degradacdo
protéica por proteossoma, sugerindo assim quewgdieddos niveis de E-caderina observada
pode ser devido a este tipo de degradacdo (WIGLEYale 1999; KOPITO, 2000).
Adicionalmente, foi observada por imunofluorescéncama marcacdo citoplasmatica e
nuclear dap-catenina na F1 5Gy HT-29, seguida de um aumemtdée dos niveis de
expressao dessa proteina, como observadimpounoblotting Estudos anteriores mostraram
que tanto células dfvont invasivo, em amostras de pacientes com cancerreth quanto
células que invadiram o estroma também apresentavanento de expressdo e localizacao
nuclear dep-catenina, sugerindo o desenvolvimento de EMT rsessdulas, com perda
progressiva de E-caderina e aquisicdo de marcadwsenquimais (FODDE ; BRABLETZ,
2007). Alem disso, estudas vitro em células diretamente atingidas pela radiacadraram
uma desorganizacdo das juncdes celulares em temybss apos o tratamento (de
CARVALHO et al., 2006). No presente estudo, repuda pela primeira vez os efeitos da
radiacdo sobre a adesdo celular nas progénies duealeyivadas de células de cancer
colorretal que sobreviveram ao tratamento com &gad. Além da desorganizacdo das

juncdes celulares, analisamos o perfil de diste@misubcelular e expressédo da vimentina, um
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filamento intermediario considerado marcador megiengl expresso em células metastaticas
gue se encontra ausente em células epiteliais B8ABBAH et al., 2008; WEI et al.,
2008; SATELLI; Li, 2011). Os resultados mostraraoe g progénie Caco-2 ndo apresenta
expressdo do filamento intermediario vimentina, neesmo nas progénies derivadas de
Caco-2 sobreviventes a radioterapia. Estudos mé&odostataram que esta linhagem celular
nao apresenta niveis detectaveis dessa proteikksURt al., 2005; MAKRODOULI et al.,
2011). No entanto, as progénies derivadas de sélila29 apresentam uma expressao basal
de vimentina e observou-se um aumento dessa edipraasF1l 5Gy HT-29, concomitante a
intensa dispersao celular observada nessas mesogénigs. Além disso, houve também
uma redistribuicdo subcelular da vimentina na Fly 5&T-29, com os filamentos
acompanhando as protrusdes celulares. Embora ass#&por de vimentina seja um marcador
da EMT, poucos estudos demonstram sua funcion&lidam processo. Estudos prévios
mostraram que a vimentina aumenta a migracdo cetulastabiliza a miosina durante a
formagao das protrusdes celulares (LUND et al.020Com intuito de caracterizar melhor o
fendtipo dessas progénies, também foi analisadoyanizacdo do citoesqueleto de actina
dessas células através da marcacéo da actina dormgafilamentar, a F-actina. Foi possivel
observar na F1 5Gy Caco-2 a formacéo de protrud®esembrana do tipo lamelipédio, com
"ruffles” de membrana na extremidade frontal de direciontondn movimento celular
(leading edge Ja na F1 5Gy HT-29, observa-se um perfil decago da F-actina
diferenciado, com a formacdo de lamelipodios festrna extremidade que direciona o
movimento e uma longa retracdo caudal; aquisicAaurdeformato fibroblastico; e uma
evidente dispersdo celular, caracteristicas ddasthitamente migratérias (PETRIE et al.,
2009). Sendo assim, uma vez que a desorganizagdoodaplexos de adesao celular, bem
como alteragcdes no citoesqueleto, favorecem o atongkancapacidade migratoria das células,
analisou-se a migracao celular através do engamodnd healingFoi observado que a F1
5Gy Caco-2 apresenta um perfil de migracdo mais lgmando comparada a sua F1 Controle
Caco-2 e a F1 5Gy HT-29. Tal fato pode estar refemo aos tipos diferenciados de
protrusdes de membrana formados nessas progémasjar que na F1 5Gy Caco-2 forma-se
um lamelipddio extenso e com um raio amplo leading edge produzindo forcas
multivetoriais que resultam em uma migragdo randéme dessa forma, impedindo uma
migracéo eficiente e direcionada (PETRIE et &0 FRIEDL et al., 2012). Por outro lado,
a F1 5Gy HT-29 apresentou um aumento da migradétacegque pode estar relacionado com

o tipo de protrusdo formada e a aquisicdo de umdtw fibroblastico dessas células,
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formando umdeading edgedominante que permite realizar uma migracao meaesidnada
(PETRIE et al., 2009). Outro aspecto importantecapgacidade da vimentina de gerar a forga
motriz dos filamentos de actina via fosforilagcagpdatéina VASP (uma proteina inibitéria do
capeamento das extremidades dos filamentos deagciromovendo assim o alongamento
desses filamentos e permitindo a formacdo de @m@&3ide membrana para potencializar a
migracéo celular (LUND et al., 2010). Dessa foromyesultados sugerem que a presenca de
niveis basais de vimentina nas progénies provessede HT-29 irradiadas, bem como
alteracdes no seu perfil de localizacdo e aumeatexgressdo na F1 5Gy HT-29, poderiam
auxiliar tanto na aquisicdo de uma morfologia fil¥éstica (que ndo é observada na F1 5Gy
Caco-2, a qual ndo possui vimentina) quanto no ator@o potencial migratdrio observado
nessa progeénie.

E bem estabelecido que a aquisicdo de uma moidokemelhante a fibroblastica
pelas células epiteliais pode favorecer a migragawasividade de células metastaticas que
estdo sob o desenvolvimento de EMT e escapam dar fammario. Analises histopatolégicas
de CCR mostram células isoladas e com caractasgslie EMT ndront invasivo dos tumores
(PRALL, 2007; LUGLI et al., 2012; MITROVIC et a012). Com intuito de avaliar também
a capacidade invasiva dessas progénies derivadadudas sobreviventes a RT, foi realizado
0 ensaio de invasao celular. Os resultados mostrgre tanto a F1 Controle quanto a F1
5Gy de Caco-2 néo foram capazes de invadir o gehtrenquanto que foi observado um
aumento significativo da invasividade das célulassiey HT-29, quando comparadas a sua
F1 Controle HT-29 (Fig.18 A). Paralelamente, foiselvado também um aumento da
atividade metaloproteinase (MMP-2) nessas progénaas invasivas (Fig.18 B). Sabe-se que
as metaloproteinases apresentam um papel importantégragéo e invaséo celular, sendo o
aumento de sua expressdo associado a progressamalturmdiferenciacdo celular,
estadiamento avancado, metastase e pior prognd&EBYUGINA ; QUIGLEY, 2006).
Além disso, estudos mostraram um aumento da atieidde MMP-2 em amostras de
pacientes com CCR humano e (MURNANE et al., 200BRBZENYI et al., 2012) ap0s o
tratamento com radioterapia pré-operatéria (doseidnada de 5Gy), também em pacientes
com este tipo de cancer (KUMAR et al., 2000).

Diversas vias de sinalizacdo podem ser ativadas aperda de E-caderina, incluindo
aquelas relacionadas a atvidadepetmatenina (ONDER et al., 2008). Estudos mostram que
nas células ddront invasivo de tumores colorretais, ocorre um acundd@-catenina no

citoplasma, o que leva a sua translocacéo nuclatvagao da via Wrfifcatenina (FODDE ;
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BRABLETZ, 2007; MAHER et al., 2009). Devido ao aurteede expressao ecatenina e
localizac@o nuclear observado na progénie maisatdiga e invasiva F1 5Gy HT-29 (Fig.
14), analisamos os eventos relacionados a ativdgédeia Wntp-catenina. Primeiramente,
analisou-se o status de fosforilacdo da G8K-8ma proteina integrante do complexo
fosfodestrutivo dg-catenina e cuja atividade € regulada por fosighiano residuo de serina
9 (SER-9). Uma vez fosforilada, esta proteina emaese na sua forma inativa e, portanto,
incapaz de direcionar prcatenina citoplasmatica para a degradacdo poegssbma. Os
resultados mostram um aumento da fosforilacéo sidue SER-9 na F1 5Gy HT-29 quando
comparadas a sua F1 Controle, corroborando o aomeéat expressdo d@-catenina
observado nessas progénies. Porém, o aumerftecatenina citoplasmatica pode favorecer
sua translocacdo ao nucleo, mas nem sempre issce dJdAHER et al., 2009]. Neste
sentido, para verificarmos se isto estaria acontBr@o nosso modelo, avaliamos a atividade
do TCF/LEF através do ensaio luciferasgporter, no qual o plasmideo inserido nas células
possui sequenciasspecificas na regido promotoraeF/LEF para ligacdo de$-catenina.
Concomitante a fosforilacdo de GSK;3foi observado um aumento da atividade do
TCF/LEF nas F1 5Gy HT-29 (Fig.19 A e B) indicando clarateesim aumento da atividade
transcricional deg8-catenina nessas progénies derivadas de célula®Hifadiadas quando
comparadas a sua progénie controle.

A alta frequéncia de alteragcbes de componentedadd/NT/B-catenina detectadas
ultimamente em diversos tipos de canceres, sejanpaacdées ou nao, demonstra a
importancia desta via tanto no processo de carémegge quanto na progressao tumoral
(ANASTAS ; MOON, 2013). Ap-catenina também regula a expressdo de outrose$ator
importantes no processo metastético, como a eXweds MMPs e coordena diretamente
alteracbes na morfologia e em diversas vias ddizagao relacionadas com a migracao e
invasdo celular (ANGERS ; MOON, 2009). Desta forms,resultados obtidos no presente
trabalho sugerem que a radioterapia estaria prongovatividade transcricional lecatenina
na progénie de células HT-29 que sobreviveram aarntrento, modulando o aumento da
migracéo, invasividade e atividade metaloproteimdservado nas F1 5Gy HT-29.

A ativacdo da via dp-cateninal CF/LEF em cancer frequentemente ativa o programa
transcricional relacionado a EMT, no qual genesrggalam o fendtipo epitelial (reguladores
de polaridade celular e ades&o); a aquisicdo defemdtipo mesenquimal; e genes que
controlam migracdo e invasdo, sao transcriciondienatfterados (THIERY; SLEEMAN,

2006). Sendo assim, avaliamos o quanto a aquigigdoorfologia fibroblastica e o aumento
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da migracéo e invasividade das progénies de F1 BGY9 mediadas pela ativacdo de
TCF/LEF via B-catenina estaria relacionada com o desenvolvimdet&MT, através da
analise de expressdo génica de marcadores dessesgwopor gRT-PCR. Foi possivel
observar uma reducédo da expressao de E-caderineelatranscricional, concomitante com
um aumento significativo da expresséo génica des ssressores Snail e Slug, além de uma
tendéncia de aumento de Twist. Ainda, observourseaumento significativo do marcador
mesenquimal Fibronectina e também um aumento mgifisativo de N-caderina. Nao foi
observada uma alteracéao a nivel transcricionalimantina, sugerindo que o aumento de sua
expressdo observado na Fig. 15, possa ser devidomento da estabilidade dessa proteina e
consequentemente, reducao de tsenover Estudos anteriores relataram o desenvolvimento
de EMT induzido pela radiacdo em células de camande pulmdo (NAGARAJAN et al.,
2012) e em modelos xenograficos de carcinoma heglatar seguido pelo desenvolvimento
de metéastases tardias, sugerindo assim o potematdstatico de células residuais que
sobrevivem a radioterapia (LI et al., 2011). Aléissd, é importante mencionar que as células
podem sofrer alteracbes adaptativas apOs a raalddiee tais alteracdes podem envolver, por
exemplo, a EMT (THIERY et al., 2009; SINGH ; SETTMEN, 2010). Embora a grande
maioria dos estudos descreva qualquer alteracdoiorhda a aquisicdo de uma morfologia
fibroblastica como sendo EMT, neste trabalho axajfes observadas na progénie F1 5Gy
HT-29 foram consideradas como a aquisi¢do de uigtifemEMT-like, uma vez que a perda
completa de marcadores epiteliais e o ganho de athares mesenquimais € raramente
observado (DE CRAENE ; BERX, 2013), e uma EMT comaudediferenciacdo parcial,
como por exemplo, a expressao remanescente deeiraadoncomitante com aumento de
marcadores mesenquimais foram observadas nestdoestu progénie mais migratéria e
invasiva, F1 5Gy HT-29.

Transpondo para a clinica, células tumorais sivgestle terem desenvolvido EMT
tém sido descritas histologicamente cdmiddingstumorais, definidos como células isoladas
ou aglomerados de células desdiferenciadasamb invasivo de amostras de CCR (PRALL,
2007). Atualmente, dsuddingstumorais sao considerados como fator prognéstmicmal e
tém recebido muita atencdo, uma vez quieuddingtem sido postulado como marcador
histolégico de EMT em amostras histologicas e at@es® que sejam responsaveis por
eventos subsequentes como a invaséo e metastagiesilgrmente em carcinomas colorretais
(LUGLI et al., 2012; MITROVIc et al., 2012).
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Outro ponto importante a ser mencionado, é quanesanismos de resisténcia
terapéutica e invasdo sao considerados processirstali, sendo estudados separadamente.
Porém, vias de sinalizacdo de pro-sobrevivénciadeitoras de migracdo celular, como
PI3K/Akt, Ras e Rho-GTPase, integrinas, caderings3 se interconectam e se sobreporem
ao longo da progressao tumoral ap6s um determitratiomento, sendo que a aquisi¢do de
um fenotipo mével contribui para a aquisicdo destéscia e vice versa (ALEXANDER ;
FRIEDL, 2012), tornando assim extremamente relevantestudo do comportamento de
células remanescentes ao tratamento e suas destEnde

Neste trabalho, mostramos os efeitos transgemaiasi induzidos pela radiacédo na
progénie de células de CCR que sobreviveram ateadma. Os resultados demonstram que
células com radiorresisténcia intermediaria, HT{&3Jem gerar progénies mais agressivas e
com caracteristicas EMIike. Tal observacdo poderia auxiliar no entendimenas d
mecanismos moleculares de progressdo do canceiorglda a radiorresisténcia das células
tumorais. Além disso, ndo necessariamente o fematgis radiorresistente adquire vantagens
malignas como aumento da capacidade migratoria vasive apds sobreviverem ao
tratamento, como no caso da F1 Caco-2. Esta é ums@n@cao importante no que diz
respeito a heterogeneidade do tumor, onde coexistélmlas com varios graus de
diferenciagéo, diferentes niveis de radiorresisééatabilidades malignas, e a grande maioria
dos estudos focam somente nas células mais resstermo novos alvos terapéuticos com
intuito de aumentar o sucesso do tratamento. Aaidoente, sugerimos que 0s componentes
da via de sinalizacdo WN@-catenina poderiam constituir importantes alvoagéuticos em
combinacdo com a radioterapia, com o objetivo dezie o potencial migratério e invasivo
das células remanescentes apds a RT. Estudosegadmh mostrando a importancia dessa
via como alvo terapéutico em diversos tipos de @arec novas moléculas vém sendo
desenvolvidas para a inibicAio de componentes da WIET/B-cateninal CF-LEF
(WATANABE; DAI, 2011), sendo a descoberta de indyes da funcdo d&catenina nuclear
um alvo extremamente promissor. Um fato interegs@rmjue a grande maioria dos trabalhos
relaciona a ativacdo dessa via somente com o aameat proliferacdo celular e
sobrevivéncia, sendo inclusive bem estabelecida momsentos iniciais da tumorigénese
colorretal através da formacgéo de polipos em C@ORyocmencionada anteriormente. Sendo
assim, as moléculas desenvolvidas com intuito deriessa via tém seu foco somente na
inibicdo da proliferacédo celular e sobrevivéncigARDELI; SIMON, 2008; WHITT et al.,

2012; YAO et al., 2011). Porém, raros séo os estgde relacionam esta via com a migracao
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celular e este é o primeiro estudo que mostravagito dessa via nas progénies descendentes
de células HT-29 irradiadas e relacionam essaorraaumento de migragdo e invasao apos a
sobrevivéncia a radioterapia.

Sob o aspecto da analise do perfil de glicosilagéssas progénies mais invasivas,
trabalhos anteriores do nosso grupo mostraram guataomnento com inibidores da biossintese
de N-glicanos foi capaz tanto de reestabelecer as adesélulares quanto aumentar a
radiossensibilidade e o efeito citotoxico mediadogiferentes quimioterapicos em células de
CCR humano, HCT-116 (de FREITAS JUNIOR et al., 20d4-FREITAS-JUNIOR et al.,
2012). Sendo assim, com intuito de continuar actamzacdo das progénies derivadas de
células que sobrevivem a radioterapia analisadapresente estudo, as quais apresentam
caracteristicas mais agressivas, e com o objetvio @ém da caracterizacéo classica quanto
ao desenvolvimento de marcadores relacionados matige de EMT sugeridos, foram
avaliadas caracteristicas relacionadas ao perglidesilacdo dessas progénies.

Uma vez que a maioria dos biomarcadores sorolégiaoa 0 cancer sao proteimis
glicosiladas e que a desregulacéo da glicosildEBgada de proteinas vem sendo associada a
progressao maligna (GORELIK et al., 2001; TAKAHASEL al., 2009), as progénies F1
Controle e F1 5Gy de HT-29 foram submetidas a sedlobal do perfil d&-glicosilacdo
(Fig.21) Os resultados mostraram que as F1 5Gy HapPesentam um aumento da marcagao
por lectinas do tipo L-PHA, que reconhecem glicaoomplexos ramificados (carboidratos
especificos de ligacdo oligossacaridea do fifd®) e que constituem produtos da enzima
GnT-V (TANIGUCHI et al., 2006). Foi possivel obsarvo aumento dé&l- glicosilacdo de
proteinas presentes em algumas faixas de pesoutaslde 100 a 150 kDa; 75 kDa e na faixa
dos 50 kDa. A ramificacdo de proteinas com glicatipg N-ligado estd4 envolvida em
diversas funcbes como sinalizacdo, adesao, migegémsao celular (ZHAO et al., 2008a).
nao sendo descritas até o momento, alteracbes tipssem células que sobrevivem a
radioterapia.

Em seguida, foram realizados géis 2D com o olgeti¢ aumentar a resolucdo de
separacdo proteica e avaliar tanto alteracbes gwessd0 quanto potenciais alvos
hiperglicosilados nessa progénies derivadas ddaséHir-29 que sobrevivem a RT. Na Fig.
22, é observada uma alteracdo de expresséo prgtelzal nos géis corados coBomassie
Blug com algunsspotsna F1 5Gy HT-29 claramente alterados quando cordpara F1
Controle HT-29. Neste primeiro momento, chamamaseacado para as proteinas presentes

na faixa de peso entre 100 kDa e 150 kDa, ondereagna reducdo expressiva dessas
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proteinas na F1 5Gy HT-29 (setas em rosa na Fiyy. Bh seguida, membranas de
nitrocelulose contendo as proteinas separadasgsor [polecular e ponto isoelétrico, foram
submetidas a marcacao com a lectina L-PHA comtotle avaliar com maior resolucao, as
proteinas com diferencas no perfil de N-glicositag@onfirmando o resultado obtido no gel
1D (Fig.21), foi possivel observar alteractes ndilpe N-glicosilagdo de algumas proteinas
especificas, particularmente um aumento de glaghil das proteinas na faixa de peso
molecular de aproximadamente a 120 kDa na F1 5Gy®2#Tcomo indicado pelas setas
amarelas na Fig. 21). De forma interessante, a omancacdo para E-caderina (marcadas
pelas setas azuis) coincide com aquela de pescuterigeconhecida pela lectina m L-PHA,
sugerindo que esta proteina seja a E-caderina. Aliéso, esses resultados confirmaram a
reducdo da expressao de E-caderina na F1 5Gy Hbs¥yfvada em nosso modelo de estudo,
bem como sugerem que a proteina E-caderina espgeglcosilada nas F1 5Gy HT-29.

Estudos anteriores correlacionam o aumento dédatie de GnT-V (enzimas que
produzem os glicanos ramificados reconhecidos p&®HR) com a desestabilizacdo das
juncdes celulares (ZHAO et al., 2008a). Poréem,anéescrito se este tipo de modificacdo pos
traducional de E-caderina esta relacionado ao gegi@hamento para degradacdo. Além
disso, os resultados obtidos até o0 momento prapmani um painel de moléculas alteradas
tanto a nivel proteico quanto a nivel de modifieacpos traducionais, sendo importante para
futuras andlises e continuacao do atual projetesnodo.

Um estudo recente mostrou que o desenvolvimeémMd foi correlacionado com a
reducdo da expressao da enzima GnT-Ill, a qualisata adicdo de uma N-acetilglicosamina
bisectante a N-glicanos nascentes (PINHO et al2P8 conhecido que as enzimas GnT-lll e
GnT-V atuam de maneira antagonica e a reducaoiddaale de uma regula positivamente a
atividade da outra (SCHACHTER, 1986). Sendo asgiode-se sugerir que 0 aumento
glicanos N-ligados reconhecidos por L-PHA pode estar relamona aquisicdo de um
fendtipo EMTiike. Além disso, um estudo utilizando camundongo wéngo para
superexpressao de GnT-V, mostrou um aumento dondasanento de EMT em processos
de cicatrizacdo de pele (TERAO et al.,, 2011), m@&s dentro do contexto da progressao
tumoral. Uma vez que foi observada uma reducédoxgeesséo de E-caderina nas F1 5Gy
HT-29 (Fig. 13B e Fig.22) e um sugestivo direciorato dessa proteina a degradacao
(Fig.13A), ensaios de imunoprecipitagdo seguidosndecacdo com lectina L-PHA foram
realizados para verificar o perfil d§-glicosilagcdo especificamente da molécula de E-

caderina. Os resultados da Fig. 23 confirmaram mnaig vez a reducédo da expressao de E-
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caderina nas F1 5Gy HT-29, quando comparadas Bis@antrole. Além disso, os resultados
mostraram que as moléculas de E-caderina remanesgenF1 5Gy HT-29 encontravam-se
hiperglicosiladas quando comparadas as E-caded@&sl controle HT-29. Esses resultados
corroboram o observado na fluorescéncia da Figo2&e células com aumento da marcacéo
para L-PHA apresentam baixa marcacdo de E-cadesugerindo que esse tipo de
glicosilacdo pode estar envolvido no direcionamedto E-caderina para degradacao.

Embora seja conhecido o papel da glicosilacamagd da sintese de proteinas e sua
importancia em processos relacionados ao contmlendvelamento e direcionamento das
proteinas para sitios especificos na célula (BOSTHEal., 2011), ndo tém sido relatadas
alteracdes do perfil de glicosilacdo de proteinp8satratamentos como a radioterapia,
tampouco a influéncia dessas modificacbes em afiesa de fendtipo e resisténcia
terapéutica.

De fato, as func¢des biologicas da E-caderina posiemmoduladas pela presenca de
diferentes glicanos (LAGANA et al., 2006; PINHO at, 2009a; PINHO et al., 2009b). E
importante mencionar também, que neste primeiro @mbon estamos interessados em avaliar
se a glicosilacdo da E-caderina mediada por GnTsM envolvida na reducdo da sua
expressdo nas progénies derivadas de células Hifa2adas e se este evento corrobora o
desenvolvimento do fenétipo EMike em nosso modelo de estuddém disso, estudos
mostraram que a expressdo de GnT-V é associada @onmrognostico de pacientes com
CCR (MURATA et al., 2000) e como mencionado antemente, alteracoes no perfil de
glicosilacdo de diversas proteinas podem modul@oitantes funcdes relacionadas com a
progressdo tumoral, como migracdo e invasividadeacteristicas que também foram
encontradas em nosso modelo de estudo. Sendo asghas proteinas além da E-caderina.
podem estar sendo glicosiladas, podendo tambélmentiar nesses eventos.

Outro ponto importante, € que a glicosilacéo igipe ativamente do controle de
qualidade do enovelamento proteico, e disturbioglidesilacdo de proteinas sdo conhecidos
por induzirem stress de reticulo, com acumulo m®gjvo de proteinas mal enoveladas e
ativacdo de vias de morte celular, a chamada UPBRN@és,unfolded protein responke
(SMITH; DESHMUKH, 2007; CLARKE et al.,, 2012). Pont@, estudos futuros sé&o
necessarios para avaliar o papel da inibicdo dassmessds-glicanos tanto no processo de
reversdo do fendtipo mais migratorio e invasivouaddp pelas progénies de células HT-29

gue sobrevivem a radioterapia como também no aunuentesposta terapéutica.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Durante muito tempo, teorias centradas no gengara extremamente promissoras
no que diz respeito a descoberta da origem do cérmmnsequentemente ao desenvolvimento
de novos tratamentos revolucionarios. Porém, noitdmibos conceitos modernos da
farmacologia e da biologia celular e molecular,estudos vém mostrando que essa teoria
centrada no DNA contribui, mas néo reflete na swude diversos problemas relacionados a
terapéutica do cancer. E necessario atentar-seétarabgrande diversidade fenotipica que é
desenvolvida por mecanismos pos transcricionai®s traducionais, 0s quais constituem
alvos mais facilmenteDrugables”, ou seja, passiveis de serem alvos potenciais para
desenvolvimento de novos medicamentos (KARVE ; CMBE2011). Assim, torna-se de
extrema importancia caracterizar os fenotipos adips ao longo da progresséao do cancer e
da presséao seletiva induzida pelos tratamentosréstnaidos, uma vez que essas células que
sdo capazes de sobreviver a esse microambiengmaxtrente toxico constituem as principais
responsaveis pela repopulacédo do tumor e/ou delségneoto de metastases refratarias. Tal
observacdo vem ganhando destaque na pesquis@mnelda&ia resposta terapéutica, conforme
observado no estudo publicado pelo grupo do Hanamn2013. Tal estudo avalia a
correlacdo entre a resposta terapéutica a divegrsosoterapicos utilizados no tratamento do
cancer colorretal e fenétipo celular, propondormassima mudancga de paradigma no que diz
respeito ao direcionamento terapéutico, o quabhseralizado de acordo com os subtipos
celulares encontrado no tumor (SADANANDAM et aD13).

Sendo assim, com base nos resultados obtidos esenie estudo concluimos que
células com uma radiorresisténcia intermediarimya@ao caso da HT-29, que sobrevivem ao
tratamento com a radiacdo sdo capazes de dar odgpragénies mais agressivas e com
fenotipo EMTlike, apresentando um aumento do potencial malignivacab da via Wn@-
catenina. Dessa forma, esta via pode ser um alymriante para novas combinacdes
terapéuticas em conjunto com a radioterapia, cauniténde reduzir o potencial migratério e
invasivo das células que sobrevivem ao tratamdtitatizamos que ndo necessariamente o
fendtipo mais resistente, no caso das células 2aéam que adquire vantagens malignas apos
sobreviverem o tratamento, como mostrado no preseabalho. Esta € uma observacéao
importante no que diz respeito a heterogeneidadeéudmr, onde coexistem células em

diversos niveis de diferenciacdo e capacidadegnaalj e a maioria dos estudos consideram
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somente a subpopulacdo mais resistente como agairavo a ser atingido para aumentar a
eficacia terapéutica.

Os resultados sugerem também queN-glicosilacdo participe do processo de
degradacédo de E-caderina e desestabilizacdo dacadelsilar, eventos chaves que ocorrem
durante o processo de EMT. Considerando que a EMAracterizada por modificacdes na
adeséao celular, polaridade, migragcao e morfologigue os glicanos atuam diretamente na
mediacdo desses eventos, torna-se de grande imgart@a correlacdo entre essas
modificacdes pos-traducionais e o desenvolvimeatard fenétipo relacionado a EMT, como
observado no nosso modelo de estudo. Assim, évebsscluir as alteragbes no perfil de
expressdo dél-glicanos como caracteristica importante na acioso fenotipo EMTike
desenvolvido em progénies derivadas de HT-29 gheegivem a radioterapia, uma vez que
suas progénies apresentam um aumento da express@EsNiglicanos complexos.

E finalmente, considerando que o tratamento do GCRaseado nos mesmos
compostos ha mais de 40 anos, a identificagdo dmsneias de sinalizacdo e novos
mecanismos moleculares envolvidos na resisténciégéatica e aquisicao de invasividade
apos o tratamento € de extrema relevancia. Talpassibilita sugerir alvos potenciais para
novas combinacdes de tratamento, além de abrirsnomazontes para o desenvolvimento de
projetos dentro da Instituicdo com intuito de mmliuma pesquisa translacional que resulte,
ou pelo menos tente, algum dia, trazer melhoriaxretas para o tratamento de pacientes

com cancer.
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7. CONCLUSAO

4 Células com uma radiorresisténcia intermediakd,-29) que sobrevivem a RT sdo
capazes de dar origem a progénies mais agressivasnefenotipo EMTke, com um
aumento do potencial maligno e ativacao da via BYcatenina.

4 A via WntB-catenina pode ser um alvo importante para novasbir@acoes
terapéuticas em conjunto com a RT, com intuitoatkizir o potencial migratorio e invasivo
das células que sobrevivem ao tratamento.

v Os resultados sugerem também queN-glicosilacdo participe do processo de
degradacéo de E-caderina e desestabilizacdo daocadelsilar, eventos chaves que ocorrem
durante o processo de EMT.; e que as alteracdeperfd de expressdo dbl-glicanos
constituem caracteristica importantes na aquisd@dendtipo EMTlke desenvolvido em
progénies derivadas de HT-29 que sobrevivem a texdigia, uma vez que suas progénies

apresentam um aumento da expressao diksgksanos complexos.
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